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1 UVOD 
Egerolizini (Pfam06355) so družina več kot 350 homologov proteinov prisotnih v glivah, 
rastlinah in nekaterih bakterijah. Proteini z nizko molekulsko maso (13-20 kDa) so 
večinoma β-strukturirani, temperaturno labilni in imajo nizko izoelektrično točko. Kljub 
razširjenosti egerolizinov v številnih taksonih, njihova biološka vloga še ni dobro 
pojasnjena (Butala in sod., 2017). 
Znano je, da egerolizini interagirajo z lipidnimi membranami in sami ali v kompleksu s 
proteinskim partnerjem (komponento B) delujejo porotvorno (Butala in sod., 2017). 
Nedavno so dokazali, da egerolizini specifično vežejo ceramid fosfoetanolamin (CPE), ki 
je najbolj zastopan sfingolipid v membranah nevretenčarjev in ga v membranah sesalcev 
najdemo le v sledovih (Bhat in sod., 2015). Nekateri izmed egerolizinov bakterij (Bacillus 
thuringiensis, Alcaligenes faecalis, Paraclostridum bifermentans) se v kmetijstvu že 
uporabljajo za zatiranje rastlinskih škodljivcev, saj tvorijo pore v membrani epitelnih celic 
črevesja žuželk. Pred kratkim je bil dokazan razvoj navzkrižne odpornosti ličink koruznega 
hrošča na genetsko spremenjeno koruzo z vključenimi geni za egerolizine (Yalpani in sod., 
2017). Posledično se raziskave usmerjajo v iskanje alternativnih virov bioloških 
insekticidov in preučevanje slabo poznanih membranskih tarč bakterijskih egerolizinov. 
Pri bakteriji Spirosoma linguale gen za egerolizin ter gen za približno 81 kDa velik protein 
(hipotetična komponenta B) tvorita operon. Oba gena kažeta podobnost v nukleotidnem 
zaporedju z drugimi bakterijskimi egerolizini in njihovimi proteinskimi partnerji, za katere 
je dokazano insekticidno delovanje. V nedavni magistrski nalogi (Snoj, 2018) sta bila 
pripravljena plazmidna konstrukta za sintezo rekombinantnega egerolizina ter komponente 
B bakterije S. linguale. Rekombinantni egerolizin je bil izoliran in delno okarakteriziran, 
medtem ko hipotetični partnerski protein (komponenta B) še ni bil izoliran.  
1.1 NAMEN DELA 
Cilj magistrske naloge je bil pridobiti zadostno koncentracijo egerolizina in komponente B 
bakterije Spirosoma linguale za: (1) analizo interakcije egerolizina z umetnimi lipidnimi 
vezikli, ki vsebujejo CPE ter (2) za analizo proti insekticidne aktivnosti izoliranih 
proteinov. 
1.2 DELOVNI HIPOTEZI 
• Egerolizin bakterije Spirosoma linguale interagira z lipidnimi vezikli bogatimi s 
CPE. 
• Egerolizin bakterije Spirosoma linguale v kompleksu s komponento B učinkuje 
insekticidno. 
  
2 
Hostnik M. Interakcija proteina egerolizina bakterije Spirosoma linguale z lipidnimi membranami. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019  
 
 
2 PREGLED OBJAV 
2.1 EGEROLIZINI 
Egerolizini (PfamPF06355, InterPro IPR009413) so družina več kot 350 homologov 
proteinov z molekulsko maso od 13 do 20 kDa (Butala in sod., 2017). Prisotni so v 
številnih glivah in bakterijah, nekaj predstavnikov pa najdemo tudi v rastlinah, živalih in 
virusu Trichoplusia ni ascovirus 2c. Gre za majhne β-strukturirane proteine, ki so 
temperaturno labilni in imajo nizko izoelektrično točko. Večina jih je stabilnih v širokem 
spektru pH (Berne in sod., 2009). So bogati z aromatskimi aminokislinami in imajo dva 
ohranjena cisteinska ostanka (Novak in sod., 2015). 
Prvi izoliran in opisan egerolizin, ki mu je bilo določeno aminokislinsko zaporedje, je Asp-
hemolizin. Protein z molekulsko maso 15 kDa so izolirali iz saprofitske glive Aspergillus 
fumigatus, ki lahko v določenih okoljih postane patogena. To se največkrat zgodi pri 
bolnikih z oslabljenim imunskim sistemom z vdihavanjem glivnih konidijev, ki lahko v 
pljučih povzročajo aspergiloze različnih oblik (Yokota in sod., 1977; Ebina in sod., 1994). 
Asp-hemolizin deluje toksično na makrofage in povzroča hemolizo eritrocitov pri 
nekaterih sesalcih, vključno s človekom. (Rementeria in sod., 2005).  
Egerolizinska družina proteinov je svoje ime dobila po proteinu Aa-Pri1, poimenovanemu 
egerolizin, izoliranem iz glive Agrocybe aegerita. Izražanje gena za egerolizin je opaženo 
v času tvorbe primordijev in plodišč, kar verjetno kaže na pomembno vlogo pri rasti in 
razvoju glive (Berne in sod., 2002). 
2.2 RAZŠIRJENOST EGEROLIZINOV MED TAKSONI 
Večino danes znanih egerolizinov najdemo v deblih Ascomycota in Basidiomycota zato 
predvidevajo, da je do pojava gena za egerolizine najprej prišlo pri zadnjem skupnem 
predniku teh dveh sestrskih taksonov. To hipotezo potrjuje domnevna vloga egerolizinov 
pri razvoju plodišč, signaliziranju in delovanju kot morebitni virulentni dejavnik pri 
patogenih vrstah. S horizontalnim prenosom je najverjetneje prišlo do prenosa genov iz 
gliv v bakterije. Vključitev genov v genom bakterij je verjetno pomembna v medcelični 
komunikaciji in virulenci, kot pri glivah. Predpostavljajo, da so se geni za egerolizine v 
rastline prenesli preko gliv in bakterij, ki kot simbionti ali patogeni živijo na ali v 
rastlinskem gostitelju. Sicer so podatki o horizontalnem prenosu genov v jedrno DNA 
rastlin redki, pridobitev gena za nov protein pa lahko rastlini omogoči hitrejšo prilagoditev 
na spreminjajoče okolje (Berne in sod., 2009). 
2.2.1 Egerolizini gliv 
Bukov ostrigar Pleurotus ostreatus je ena izmed najbolj razširjenih kultiviranih gob na 
svetu z visokim biotehnološkim in medicinskim potencialom (Kües in Liu, 2000). Iz te 
užitne glive sta bila izolirana egerolizina pleurotolizin A (PlyA) in ostreolizin A (OlyA). 
3 
Hostnik M. Interakcija proteina egerolizina bakterije Spirosoma linguale z lipidnimi membranami. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019  
 
 
Koncentracija obeh proteinov močno naraste med tvorbo primordijev in plodišč, zato ju 
lahko v tej fazi razvoja izoliramo v največji količini (Berne in sod., 2002). PlyA  je 17 kDa 
velik protein s 93 % identično aminokislinsko sekvenco proteina Oly A (15 kDa). V glivi 
P. ostreatus se sintetizira tudi 59 kDa velik protein PlyB, ki deluje kot proteinski partner 
PlyA ali OlyA, s katerima tvori pore v lipidnih veziklih specifične sestave (Tomita in sod., 
2004; Ota in sod., 2013). 
Sprva so OlyA opisali kot hemolitičen protein (Berne in sod., 2002), vendar je bilo kasneje 
ugotovljeno, da je ob izolaciji proteina OlyA prišlo do kontaminacijo s PlyB in da OlyA 
sam po sebi ne permealizira eritrocitne membrane ali lipidnih veziklov (Ota in sod., 2013). 
Porotvorno aktivnost kompleksa OlyA/PlyB prekine prisotnost nekaterih lizofosfolipidov 
ali maščobnih kislin, ki povzročijo spremembe fizičnih lastnosti membrane (Sepčić in sod., 
2003). Prav tako je PlyA hemolitično aktiven samo v prisotnosti in vezavi s PlyB. V P. 
ostreatus se sintetizira več izooblik OlyA, kar kaže, da se v glivah hkrati nahajajo številne 
mRNA z zapisi več različnih izooblik enega proteina (Ota in sod., 2013). 
Dvokomponentni hemolizin je bil odkrit tudi v sorodniku bukovega ostrigarja, užitnemu 
možininem ostrigarju Pleurotus eryngii. Manjšo egerolizinsko komponento velikosti 17 
kDa so poimenovali erilizin A (EryA), večjo velikosti 52 kDa pa erilizin B (EryB). Amino-
terminalni (N-terminalni) sekvenci EryA in EryB in nekaj znotraj proteinskih sekvenc je 
identičnih z N-terminalnimi sekvencami dvokomponentnega pleurotolizina iz P. ostreatus. 
Posledično predvidevajo, da sta tudi terciarni strukturi proteinov EryA in EryB podobni 
strukturama PlyA in PlyB. Posamezni molekulski masi EryA in EryB sta skoraj identični 
molekulskima masama PlyA in PlyB, kar kaže na visoko podobnost izoliranih proteinov iz 
P. eryngii in P. ostreatus (Shibata in sod., 2010). 
2.2.2 Egerolizini bakterij 
2.2.2.1 Bacillus thuringiensis 
Gram pozitivna bakterija Bacillus thuringiensis sintetizira številne proteine z insekticidno 
aktivnostjo. Tako lastnost imajo kristalni proteini (Cry), ki se v času sporulacije bakterije 
pričnejo nalagati v parasporalnih telescih (Bravo in sod., 2004). Med proteine Cry spada 
Cry34Ab1, ki so ga s poravnavo nukleotidnih zaporedij uvrstili med egerolizine. To je bil 
tudi prvi egerolizin z določeno kristalno strukturo. Cry34Ab1 je 14 kDa velik protein, ki 
oblikuje konformacijo β-sendviča sestavljenega iz dveh nasprotnih β-ploskev s hidrofobno 
sredico. Tridimenzionalna (3D) struktura tega proteina je najbolj podobna strukturi 
nekaterih citolitičnih aktinoporinov in hemolizinov. Cry34Ab1 interagira z membranami 
epitelnih celic črevesja nekaterih žuželk in tvori pore skupaj s proteinskim partnerjem 
Cry35Ab1. Genski zapis za oba proteina se nahaja znotraj istega operona bakterije B. 
thuringiensis, proteina pa se skupaj pojavljata tudi v kristalih, ki jih izloča bakterija. 
Cry35Ab1 velikosti 44 kDa sicer spada v toksin_10 družino proteinov (Pfam05431), ki 
vključuje tudi druge proteine z insekticidnim delovanjem kot je recimo kompleks 
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proteinov BinA/BinB (Kelker in sod., 2014). Na kompleks Cry34Ab1/Cry35Ab1 so 
najbolj občutljive ličinke koruznega hrošča Diabrotica virgifera virgifera (Moellenbeck in 
sod., 2001). 
2.2.2.2 Alcaligenes faecalis 
Insekticidno delovanje egerolizina s proteinskim partnerjem je bilo opisano pri izoliranih 
proteinih iz Gram negativne bakterije Alcaligenes faecalis. Gena za manjši (17 kDa) 
protein AflP-1A in večji (76 kDa) protein AflP-1B se predvidoma nahajata na istem 
operonu. S poravnavo nukleotidnih zaporedij so protein AflP-1A uvrstili v egerolizinsko 
družino proteinov. Z X-žarkovno kristalografijo sta bili določeni 3D strukturi obeh 
proteinov. Protein AflP-1A v kristalu tvori dimer, grajen iz dveh monomernih podenot, ki 
ju sestavlja 11 β-verig in kratek α-heliks na N-terminalnem koncu. Monomer je v obliki β-
sendviča, ki je podoben strukturi porotvornih proteinov iz družine aktinoporinov. Struktura 
AflP-1A kaže visoko podobnost s strukturo Cry34Ab1, čeprav sta si njuni aminokislinski 
sekvenci le 20 % identični. Protein AflP-1A ob prisotnosti AflP-1B tvori pore v membrani 
epitelnih celic črevesja koruznega hrošča in deluje insekticidno proti ličinkam in odraslim 
živalim. Kljub majhni aminokislinski podobnosti, kompleks proteinov AflP-1A/1B kaže 
podoben mehanizem delovanja na osebke koruznega hrošča kot kompleks 
Cry34Ab1/Cry35Ab1 (Yalpani in sod., 2017). 
2.2.2.3 Paraclostridum bifermentans  
Podobno kot B. thuringiensis bakterija P. bifermentas subsp. malaysia v času sporulacije 
sintetizira določene proteine, ki so toksični za organizme. V tej fazi je povečana aktivnost 
promotorja znotraj operona Cry, ki kodira za gene za proteine Cry16A, Cry17A, Cbm17.1 
in Cbm17.2. Prva dva proteina na operonu sta podobna δ-endotoksinom B. thuringiensis, 
zadnja dva proteina velikosti 17 kDa sta bila okarakterizirana kot egerolizina (Barloy in 
sod., 1998). Noben izmed teh proteinov ni toksičen sam po sebi, ampak je za insekticidno 
aktivnost proti ličinkam komarjev iz rodu Aedes potrebno kooperativno delovanje vseh 
štirih proteinov znotraj istega operona (Qureshi in sod., 2014). 
2.2.2.4 Spirosoma linguale 
Spirosoma linguale je aerobna, nesporulirajoča Gram negativna bakterija, ki na plošči tvori 
okrogle rumene kolonije premera 2-4 mm. Celice so spiralaste, vibroidne in tvorijo obliko 
podkve ali prstana. Pripadnike rodu Spirosoma, prvič opisanega leta 1894 (Migula, 1894) 
so izolirali iz zemlje, vode, ledenikov, permafrosta in dreves vrbe (Chang in sod., 2014; 
Finster in sod., 2009; Fries in sod., 2013; Hatayama in Kuno, 2015). V okviru projekta 
Genomska enciklopedija bakterij in arhej je bil leta 2010 objavljen celoten genom seva 
Spirosoma linguale tip 1, izoliranega iz laboratorijske vodne kopeli v Nemčiji (Lail in sod., 
2010). 
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Slika 1: Fotografija celic Spirosoma linguale posneta z vrstičnim elektronskim mikroskopom (Lail in sod., 
2010). 
Pri pregledu nukleotidnih zaporedij S. linguale je bilo ugotovljeno, da sekvenca gena za 
protein SlinAg (v bazi proteinskih sekvenc UniProt zabeležen pod D2QTE8) vsebuje 
določene regije, ki so značilne za egerolizinske gene z insekticidnimi lastnostmi. Znotraj 
operona, na katerem se nahaja gen za SlinAg (430 bp), se nahaja tudi gen za hipotetičen 
protein SlinB (2300 bp), ki bi lahko deloval kot proteinski partner egerolizina. 
2.3 BIOLOŠKA VLOGA EGEROLIZINOV 
Z napredkom genomike je bilo od prvega opisa egerolizinske družine leta 2002 pa do 
danes odkritih preko 350 homologov proteinov. Kljub razširjenosti v številnih taksonih pa 
njihova biološka vloga v organizmih ostaja slabo poznana (Butala in sod., 2017). 
Za številne proteine iz družine egerolizinov je znano, da je izražanje njihovih genov 
povezano z razvojem organizma, ki jih proizvaja. Tako je izražanje genov za Aa-Pri1 iz A. 
aegerita, OlyA iz P.ostreatus ter PlyA2 in EryA iz P. eryngii bilo močno povečano med 
tvorbo primordijev in plodišč (Berne in sod., 2002; Lee in sod., 2002; Kurahashi in sod., 
2014). Pokazano je bilo, da dodatek OlyA v hranilni serum P. ostreatus delno zavre rast 
micelija in pospeši razvoj primordijev (Berne in sod., 2007). 
Zaradi različnih tipov prehranjevanja organizmov, ki nosijo gene za egerolizine, ne 
moremo potegniti vzporednic med vsebnostjo egerolizinov in določeno ekološko nišo. 
Egerolizine najdemo v mnogih patogenih glivah kot so A. fumigatus, Fusarium 
graminearum in Fusarium oxysporum. Nahajajo se tudi v saprofitski glivi Aspergillus 
niger in užitni gobi P. ostreatus (Butala in sod., 2017).  
Egerolizini z medsebojno interakcijo ali interakcijo s partnerskim proteinom delujejo 
citotoksično. Tumorske celične linije izpostavljene ostreolizinu kažejo znake koloidne-
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osmotske hemolize. Pričnejo se napihovati, pojavijo se izbokline na plazemski membrani 
in celice začnejo razpadati. Eringeolizin iz P. eryngii zavira delitev celic pridobljenih iz 
mišje vranice. Znano je njegovo antibakterijsko delovanje proti bakterijam Bacillus 
subtillis in Bacillus megaterium (Berne in sod., 2009). 
Egerolizini v dvo- ali večkomponentnih porotvornih sistemih insekticidno delujejo na 
določene vrste žuželk. Večina se jih veže na lipide v membrani, znana pa je tudi vezava na 
lipoproteine v serumu. Primer takega egerolizina je RahU iz bakterije Pseudomonas 
aeruginosa, ki se veže na ramnolipide in proste oksidirane lipoproteine z nizko gostoto 
(ang. low-density lipoproteins, LDL). Filogenetske raziskave predpostavljajo, da je 
primarna biološka vloga egerolizinov vezava na lipide in se je sposobnost tvorjenja por 
pojavila šele kasneje v evoluciji (Butala in sod., 2017).  
2.3.3 Interakcije egerolizinov z lipidi v membranah 
Sfingolipidi so skupina enih poglavitnejših  lipidov v membranah, ki preko vezave z 
drugimi molekulami in spremembo svoje konformacije lahko delujejo kot signalne in 
regulatorne molekule. Sodelujejo pri širokem spektru bioloških funkcij kot so celična rast, 
senescenca, vnetni procesi, endocitoza in sekrecija (Hannun in Obeid, 2008). V membrani 
se asimetrično razporejajo in se skupaj s holesterolom (Hol) organizirajo v lipidne rafte. 
Lipidni rafti so dinamične membranske nanodomene, v katere se sidrajo nekateri proteini. 
Večinoma gre za transportne in signalne proteine, ki skrbijo za medsebojno komunikacijo 
med celicami in komunikacijo celice z njenim okoljem. V lipidne rafte se sidrajo preko 
glikozilfosfatidilinozitolnih sider.  Rafti membrano ločijo na več manjših predelov skozi 
katere lahko prosto prehajajo določene hidrofobne molekule. Z združevanjem lipidnih 
raftov v membrani lahko pride do združevanja glikozilfosfatidilinozitolnih sider in s tem 
aktivacije različnih signalnih poti (Lingwood in Simons, 2010). 
Sfingomielin (SM) in ceramid fosfoetanolamin (CPE) sta glavna predstavnika 
sfingolipidov v membranah živih celic.  
Sfingomielin je glavni sfingolipid v membranah sesalcev. V najvišji koncentraciji se 
nahaja v membrani eritrocitov, predvsem pri prežvekovalcih, kjer predstavlja do 50 % 
koncentracije vseh lipidov (Yamaji-Hasegawa in sod., 2016). CPE je sfingolipid, ki je 
najbolj zastopan v membranah nevretenčarjev, praživali in bakterij, v sledeh pa ga najdemo 
tudi v membranah vretenčarjev (Butala in sod., 2017). Visoka vsebnost nasičenih 
maščobnih kislin v hidrofobnem jedru SM in CPE omogoča tesno pakiranje posameznih 
lipidnih molekul kar vodi v zvišanje temperature tališča v primerjavi z drugimi fosfolipidi 
v celični membrani. V modelnih membranah se tesno pakirane molekule sfingolipidov 
organizirajo v trdno-gelu podobno fazo in se ločijo od bolj rahlo pakiranih fosfolipidov v 
tekoči neurejeni fazi. Prisotnost Hol v membrani odpravi ostro mejo med gelu podobno in 
tekočo neurejeno fazo, saj vodi v nastanek urejene tekoče faze lipidov. Primer take faze so 
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lipidni rafti. V tej fazi so lipidi raztegnjeni, tesno pakirani in visoko mobilni v lateralni 
smeri (Yamaji-Hasegawa in sod., 2016). 
Zaradi šibkejših interakcij med molekulami CPE in Hol ne pride do tvorbe lipidnih raftov 
kot v primeru SM in Hol. Do določene koncentracije se Hol meša s CPE in tako vpliva na 
temperaturo prehoda tega lipida (Térová in sod., 2005). 
Ena izmed pomembnih lastnosti egerolizonov je njihova interakcija z biološkimi ali 
umetnimi lipidnimi membranami (Butala in sod., 2017).  
Egerolizini se sami ali v kombinaciji z drugo proteinsko komponento vežejo na membrane, 
kjer lahko tvorijo pore. Citolitična aktivnost egerolizinov je odvisna od proteinskega 
partnerja (komponenta B), ki najpogosteje spada v naddružino proteinov MACPF/CDC 
(ang. Membrane Attack Complex Perforin/Cholesterol Dependent Cytolysins) (Ota in sod., 
2014). 
Različne izooblike egerolizinov iz gob rodu Pleurotus skupaj s komponento B selektivno 
interagirajo z membranami sestave SM:Hol v razmerju, ki je podobno sestavi lipidnih 
raftov. Visoko specifično se vežejo tudi na membrane, ki vsebujejo CPE ali CPE v 
kombinaciji s Hol (Bhat in sod., 2015).  
Preučevana je bila biološka aktivnost rekombinantnega ostreolizina OlyA (OlyA6), ki je na 
aminokislinskem nivoju 95 % identičen proteinu PlyA, v prisotnosti rekombinantne oblike 
PlyB.  OlyA se specifično veže na membrane bogate s SM in Hol, vendar jih ne 
permealizira. V prisotnosti rekombinantnega prekurzorja PlyB (Δ48PlyB), ki ustreza zreli 
obliki PlyB, pride do hemolize govejih eritrocitov. Odstotek hemolize se zmanjšuje z 
naraščujočo koncentracijo ostreolizina pri konstantni koncentraciji PlyB. V raztopini OlyA 
in rekombinantna oblika PlyB medsebojno ne interagirata. OlyA v prisotnosti velikih 
unilamelarnih veziklov (LUV) sestave SM:Hol v razmerju 1:1 spremeni obliko membrane 
veziklov, na nekaterih mestih pride tudi do razdelitve veziklov. Sama prisotnost PlyB sicer 
ne spremeni oblike LUV, pojavijo pa se rozetaste strukture na površini membrane, v 
raztopini pa se poleg rozetastih pojavijo tudi prstanu podobne strukture sestavljene iz 
monomerov PlyB. Ko sta z LUV inkubirana oba proteina, močno naraste število rozetastih 
struktur na membrani. Oligomerne rozete, sestavljene iz 13 podenot, predstavljajo 
nekakšen prekurzor transmembranske pore z notranjim premerom 4,9 nm in zunanjim 
premerom 19,7 nm (Slika 2) (Ota in sod., 2013). 
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Slika 2: Posnetki narejeni z elektronskim mikroskopom 13-mernih rozet, ki nastanejo na membrani velikih 
unilamelarnih veziklov (LUV) v prisotnosti OlyA6 in PlyB. Merila na slikah so v nanometrih (Ota in sod., 
2013). (A) Pora iz 13 podenot kompleksa OlyA6/PlyB z notranjim premerom 4,9 nm in zunanjim premerom 
19,7 nm. (B) Tvorba dimernih oligomerov v obliki rozete (do), višine 18 nm, ki povezujeta dve nasprotni 
membrani LUV. (C) Heksagonalna ureditev oligomerov v obliki rozet na membrani LUV. 
S pomočjo X-žarkovne kristalografije in krioelektronske mikroskopije je bila 
eksperimentalno določena tudi struktura transmembranske pore, ki jo oblikuje 
pleurotolizin. Dvokomponentni pleurotolizin sestavljen iz podenot PlyA in PlyB se poveže 
v obroč 13 podenot, ki se nato odprejo navzven za kot 70 °. Podenoto sestavlja dimer 
PlyA, ki je vezan na membrano in ima na vrhu vezano eno molekulo PlyB (Slika 3). Iz 
vsake podenote se v predelu PlyB odvijeta dve regiji, ki se v obliki β-strukturirane lasnice 
vstavita v membrano in oblikujeta poro (Lukoyanova in sod., 2015). 
 
Slika 3: Shematski prikaz tvorbe pore pleurotolizina A (PlyA) in pleurotolizina B (PlyB) v lipidni membrani 
(Lukoyanova in sod., 2015). (A) Monomera pleurotolizina A in B. (B) Oblikovanje zgodnje in (C) pozne 
prepore, kjer se PlyB veže na dimerni PlyA in razvije svojo β-ploskev. (D) Vstavitev β-lasnice v membrano 
in oblikovanje transmembranske pore. 
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Do tvorbe por v dvokomponentni obliki pride tudi v primeru egerolizina iz glive P. eryngi. 
Protein z domeno MACPF erilizin B (EryB) tvori transmembranske pore v prisotnosti 
egerolizina erilizina A (EryA) (Shibata in sod., 2010), vendar sam mehanizem oblikovanja 
pore še ni poznan. EryA se za razliko od OlyA in PlyA slabo veže na lipidne vezikle  
sestave SM:Hol, močna pa je vezava fluorescenčno označenega EryA na vezikle sestave 
CPE:Hol (Bhat in sod., 2015). 
Sposobnost vezave egerolizinov z lipidnimi molekulami v membrani lahko izkoristimo za 
vizualizacijo določenih predelov membrane bogatih s SM in Hol, CPE ali CPE in Hol. 
Prednosti egerolizinov za označevanje lipidov v membrani sta predvsem njihova majhna 
molekulska masa in netoksičnost (Yamaji-Hasegawa in sod., 2016). 
Za vizualizacijo lipidnih domen v membrani se uporabljajo rekombinantni egerolizini 
sklopljeni z enim izmed fluorescenčnih proteinov, ki ob osvetljevanju s svetlobo določene 
valovne dolžino emisirajo svetlobo različnih barv. Za zaznavanje in sledenje membranskih 
domen bogatih s SM in Hol se uporabljata z mCherry fluorescenčno označen ostreolizin 
(Oly-mCherry) in z zelenim fluorescenčnim proteinom EGFP označen PlyA2 (PlyA2 -
EGFP). Sposobnost vezave Oly, PlyA2 in EryA na membrane bogate s CPE in Hol nudi 
orodje za vizualizacijo CPE v bioloških membranah. Z egerolizini gob se vizualizira tudi 
razporeditev CPE v membrani in vivo. Označevanje centralnega živčnega sistema ličink 
Drosophila s fluorescenčno označenim PlyA2 (PlyA2-EGFP) je pokazalo veliko vsebnost 
CPE v glia celicah. Pri Trypanosoma brucei, povzročitelju spalne bolezni, tekom 
življenskega cikla in menjave različnih okolij prihaja do sprememb v metabolizmu, s tem 
pa tudi do sprememb lipidne sestave membrane. V vmesnem gostitelju, muhi cece, T. 
brucei zavzema prociklično obliko z membrano, ki vsebuje SM in inozitol fosfoceramid. 
Ko muha okuži človeškega gostitelja in vanj vnese zajedalca, T. brucei spremeni svojo 
obliko in sestavo membrane. V tej fazi se prične sintetizirati tudi CPE. Za detekcijo te 
oblike zajedalca v krvi se lahko uporabi fluorescenčno označen EryA (EryA-EGFP), ki se 
selektivno veže na CPE v membrani (Bhat in sod., 2015). 
2.4 EGEROLIZINI KOT BIOINSEKTICIDI 
Z naraščanjem svetovnega prebivalstva narašča potreba bo hitrejši in učinkovitejši 
pridelavi hrane. Posledice naraščanja intenzivnega kmetijstva so onesnaženje zraka in 
podtalnice, degradacija obdelovalne zemlje, zasoljevanje, evtrofikacija vodnih teles, 
proizvodnja toplogrednih plinov in zmanjšanje vrstne biodiverzitete na obdelovalnih 
površinah (Devine in Furlong, 2007). 
Uničenje pridelka zaradi žuželk, gliv, bakterij in virusov lahko predstavlja do 35 % 
svetovne izgube pridelka, zato so nenehno potrebne izboljšave na področju nadzorovanja 
škodljivcev. Nekateri izmed kemičnih insekticidov, ki se trenutno nahajajo na trgu, so 
ekstremno toksični za netarčne organizme in v nekaterih primerih tudi škodljivi za zdravje 
ljudi in živali. Razgradnja kemičnih insekticidov je počasna in lahko vodi v onesnaženje 
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zemlje in vode. Znanih je kar nekaj primerov odpornosti žuželk na nekatere insekticide z 
ozkim spektrom delovanja (Devine in Furlong, 2007). 
Alternativa kemičnim insekticidom je uporaba bioloških insekticidov, ki so že naravno 
prisotni v nekaterih organizmih, predvsem bakterijah in glivah (Devine in Furlong, 2007). 
Koruzni hrošč Diabrotica virgifera virgifera LeConte izvira iz Severne Amerike in sodi 
med najpomembnejše škodljivce koruze v Evropi. Najagresivnejši razvojni stadij 
predstavljajo ličinke, ki se prehranjujejo s koreninami koruze (Bažok in sod., 2011). Eden 
izmed ukrepov za nadzor koruznega hrošča v Ameriki je uporaba gensko spremenjenih 
semen koruze, ki vsebujejo gene za nekatere proteine iz bakterije B. thuringiensis. Gre za 
gene za proteine iz že omenjene družine Cry kamor spada tudi kompleks 
Cry34Ab1/Cry35Ab1. Široka uporaba posevkov teh gensko spremenjenih semen je v 
zadnjih letih privedla do zmanjšane občutljivosti koruznega hrošča na proteine Cry in 
ponekod tudi do razvoja odpornosti (Yalpani in sod., 2017). Čeprav še vedno ni znano na 
katere receptorje se veže kompleks Cry34Ab1/Cry35Ab1 študije predpostavljajo, da gre za 
vezavo na glikoproteinske receptorje v membrani epitelnih celic črevesja koruznega 
hrošča, kar privede do tvorbe por in razpada celic (Li in sod., 2013). Nedavna raziskava je 
pokazala, da se laboratorijsko spremenjene ličinke koruznega hrošča odporne proti 
Cry34Ab1/Cry35Ab1 normalno prehranjujejo z genetsko spremenjeno koruzo z 
vstavljenimi geni za proteina AflP-1A/AflP-1B, kar nakazuje, da gre za podoben 
mehanizem delovanja obeh proteinskih kompleksov in verjetno tudi za vezavo na enake 
receptorje (Yalpani in sod., 2017).  
Zaradi pojava navzkrižne odpornosti pri vezavi na enake proteinske receptorje, so 
raziskave usmerjene v iskanje novih oblik zatiranja rastlinskih škodljivcev. Predstavniki 
družine egerolizinov, ki se skupaj s svojimi proteinskimi partnerji specifično vežejo na 
lipide v membranah žuželk in tvorijo pore, predstavljajo alternativni vir bodočih 
bioinsekticidov. 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Kemikalije 
Preglednica 1: Seznam uporabljenih kemikalij 
Kemikalija Proizvajalec Država 
30 % akrilamid/bis-akrilamid, 19:1 Bio-Rad ZDA 
1,4- Ditiotreol (DTT) Fluka Francija 
Agar Formedium Velika Britanija 
LB gojišče LLG Labware Nemčija 
Natrijev dodecil sulfat (NaDS) Roth Nemčija 
Amonijev persulfat (APS, (NH4)2S2O8 ) Serva Nemčija 
2-Merkapto-etanol, 4-kloro-1-naftol, ampicilin, glicin, goveji 
serumski albumin (BSA), Gdn-HCl (gvanidinijev 
hidroklorid), imidazol, Izopropil-β-D-tiogalaktopiranozid 
(IPTG), kloramfenikol, L-arginin, MES, Ni-NTA agarozne 
kroglice, TEMED (N,N,N ,´N'- N,N,N ,´N'-
tetrametiletillendiamin), Triton X-100, Trizma® base (2-
amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol), Tween 20 
Sigma ZDA 
2-propanol (izopropanol), EDTA (etilendiamintetraocetna 
kislina), glicerol,kalijev dihidrogen fosfat (KH2PO4), kalijev 
klorid (KCl), natrijev dodecilsulfat (NaDS), natrijev hidroksid 
(NaOH), natrijev hidrogenfosfat (NaH2PO4 x 2H2O), kalcijev 
klorid (CaCl2), magnezijev klorid (MgCl2), metilen modro 
(C16H18ClN3S), natrijev klorid (NaCl), ocetna kislina 
(CH3COOH), polietilen glikol (PEG) 20 000, trikloroocetna 
kislina (TCA), tris-HCl (2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-
propandiol hidroklorid), saharoza, β-merkaptoetanol, urea, 
vodikov peroksid (H2O2) 
Merck Nemčija 
Nanašalni pufer za NaDS-PAGE 'NuPAGE™ LDS Sample 
Buffer (4X)', lestvica za NaDS-PAGE 'PageRuler™ Plus 
Prestained Protein Ladder, 10 to 250 kDa', barvilo za NaDS-
PAGE 'SimplyBlue™ SafeStain' 
Thermo Fisher 
Scientific 
ZDA 
Aceton, etanol (96 %, 100 %), kloroform, metanol Carlo Erba Italija 
Komercialni prehranski pripravek za koruznega hrošča Frontier 
Agricultural 
Sciences 
ZDA 
 
3.1.2 Raztopine 
Preglednica 2: Seznam uporabljenih raztopin 
Raztopina Sestava 
Barvilo Coomassie 0,1 % (m/V) Coomassie blue, 40 % (V/V) MeOH, 
1 %  (V/V) ocetna kislina 
se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 2: Seznam uporabljenih raztopin 
Raztopina Sestava 
NaDS ločevalni gel, 12 % (0.75 mm) 1,125 mL akrilamid, 1,94 mL dH2O, 470 µL 3 M 
Tris, 25 µL 10 % NaDS, 178,5 µL 1,5 % APS, 3,75 
µL 1,5 % TEMED  
NaDS nanašalni gel (0.75 mm) 255 µL akrilamid, 1,325 mL dH2O, 56,5 µL 0.5 M 
Tris, 22,5 µL 10 % NaDS, 112,5 µL 1.5 % APS, 
2,25 µL 1,5 % TEMED 
Raztopina za razbarvanje Coomassie 7,5 %  (V/V) ocetna kislina, 10 % (V/V) etanol 
Peroksidazni substrat pri imunobarvanju 81,9 % (V/V) pufer za razvijanje, 0,49 % (m/V) 4-
kloro-1 naftol, 16 % (V/V) mL metanol, 0,98 % 
(V/V) H2O2 
 
3.1.3 Pufri 
Preglednica 3: Seznam uporabljenih pufrov 
Pufer Sestava 
Pufer za homogenizacijo Pufer za lizo, lizocim 0,5 mg/mL, RNaza 20 
mg/mL, benzamidin 1mM, proteazni inhibitor 
AEBSF 0,5 mM; pH 8,0 
Pufer za lizo 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol; 
pH 8,0 
Pufer za spiranje 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol; 
pH 8,0 
Pufer za elucijo 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 250 mM 
imidazol; pH 8,0 
Pufer za spiranje inkluzijskih telesc 1 20 mM TrisHCl; pH 8,0 
Pufer za spiranje inkluzijskih telesc 2 20 mM TrisHCl, 0,5 M NaCl, 2 % Triton x-100, 2 
M urea; pH 8,0 
Pufer za spiranje inkluzijskih telesc 3 20 mM TrisHCl, 0,5 M NaCl, 2 % Triton x-100; pH 
8,0 
Pufer za raztapljanje inkluzijskih telesc 20 mM TrisHCl, 0,5 M NaCl, 6 M Gdn-HCl, 5 mM 
imidazol, 5 mM β-ME, 5 % glicerol; pH 8,0 
Pufer za renaturacijo proteina 1 20 mM TrisHCl, 0,5M NaCl, 5mM imidazol, 5mM 
β-ME, 5 % glicerol; pH 8,0 
Pufer za renaturacijo proteina 2 50 mM MES, 9,6 mM NaCl, 0,4 mM KCl, 2 mM 
MgCl2, 2 mM CaCl2, 0,75 M Gdn-HCl, 0,5 % 
Triton X-100; pH 6,0 
Pufer za renaturacijo proteina 3 50 mM MES, 9,6 mM NaCl, 0,4 mM KCl, 2 mM 
MgCl2, 2 mM CaCl2, 0.5 M L-arginin, 0,05 % PEG 
20 000, 1 mM DTT; pH 6,0 
Pufer za renaturacijo proteina 4 50 mM MES, 9,6 mM NaCl, 0,4 mM KCl, 1 mM 
EDTA, 0,4 M saharoza, 0,75 M Gdn-HCl, 0,5 % 
Triton X-100, 0,05 % PEG 20 000, 1 mM DTT; pH 
6,0 
se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 4: Seznam uporabljenih pufrov 
Pufer Sestava 
Pufer za renaturacijo proteina 5 50 mM MES, 240 mM NaCl, 10 mM KCl, 2 mM 
MgCl2, 2 mM CaCl2, 0.5 M L-arginin, 0,5 % Triton 
X-100, 1 mM DTT; pH 6,0 
Pufer za renaturacijo proteina 6 50 mM MES, 240 mM NaCl, 10 mM KCl, 1 mM 
EDTA, 0.5 M L-arginin, 0,4 M saharoza, 0,75 M 
Gdn-HCl, 1 mM DTT; pH 6,0 
Pufer za renaturacijo proteina 7 50 mM MES, 240 mM NaCl, 10 mM KCl, 1 mM 
EDTA, 0.5 M L-arginin, 0,4 M saharoza, 0,5 % 
Triton X-100, 0,05 % PEG 20 000, 1 mM DTT; pH 
6,0 
Pufer za renaturacijo proteina 8 50 mM MES, 240 mM NaCl, 10 mM KCl, 2 mM 
MgCl2, 2 mM CaCl2, 0,75 M Gdn-HCl, 0,05 % 
PEG 20 000, 1 mM DTT; pH 6,0 
Dializni pufer 1 20 mM TrisHCl, 140 mM NaCl, 1 mM DTT, 10 % 
glicerol; pH 8,0 
Dializni pufer 2 20 mM TrisHCl, 400 mM NaCl, 1 mM DTT, 10 % 
glicerol; pH 8,0 
Dializni pufer 3 20 mM HEPES, 150 mM NaCl; pH 8,0 
Tris 0,02 M, 0,05 M, pH 8,0 
NaDS PAGE nanašalni pufer 20 mM Tris-HCl (pH 8,0), 5 % NaDS (m/v), 2 mM 
EDTA, 10 % glicerol (v/v), 0,2 % Coomassie 
Brilliant Blue (m/v) 
NaDS elektroforezni pufer 3,03 % (m/V) Tris, 14,4 % (m/V) glicin, 1 % (m/V) 
NaDS 
TBS-T 10 mM Tris, 1,5 M NaCl, 0,1 % (V/V) Tween-20; 
pH 7,4 
Pufer za prenos na poliviniliden fluoridno (PVDF) 
membrano 
20 % (V/V) metanol, 1 % (V/V) NaDS 
 
Pufer za razvijanje PVDF membrane 137 mM NaCl, 0,72 mM NaH2PO4, 25 mM Tris 
Pufer za vezikle 20 mM Tris, 140 mM NaCl, 1 mM EDTA; pH 7,4 
 
3.1.4 Lipidi 
Preglednica 5: Seznam uporabljenih lipidov 
Lipid Proizvajalec Država 
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilholin (POPC) 
sfingomielin (SM) 
holesterol (Hol) 
Avanti Polar Lipids ZDA 
N-Acil-sfingosilfosforiletanolamin (CPE) Matreya ZDA 
 
3.1.5 Laboratorijska oprema 
Preglednica 6: Seznam uporabljene laboratorijske opreme 
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Laboratorijska oprema Proizvajalec Država 
aparatura za NaDS PAGE in prenos western 
elektroforetska enota Mini-PROTEAN Tetra System 
enota za prenos western Mini Trans-Blot® 
usmernik PowerPac 1000 
usmernik PowerPac HC 
Bio-Rad ZDA 
aparatura za slikanje gelov G:BOX Syngene Velika Britanija 
avtoklav Kambič Slovenija 
centrifuga 3-30 KS Sigma Nemčija 
centrifuga 5415 R Eppendorf Nemčija 
centrifuga 5418 Eppendorf Nemčija 
centrifuga Centric 322A Tehtnica Slovenija 
dializna membrana Spectra/Por Dialysis Membrane 
MWCO 3 000 in 6-8 000 
Spectrum Laboratories ZDA 
hladilnik +4 °C Gorenje Slovenija 
hladilnik -20 °C Liebherr Nemčija 
hladilnik -80 °C Ultra Low Sanyo Japonska 
kolona NiNTA Superflow Qiagen Nemčija 
magnetno mešalo RCT basic Ika Kitajska 
magnetno mešalo RET basic Ika Kitajska 
mikrovalovna pečica Gorenje Gorenje Slovenija 
pH-meter SevenMulti™ Mettler Toledo Švica 
PVDF membrana Immobilon-PSQ (0.2 µM) Merck Nemčija 
rotacijski stresalnik The Belly Dancer/hybridization 
water bath 
Stovall life sciences 
Inc. 
ZDA 
rotavapor R-134, V700 in vodna kopel B-480  Büchi Švica 
primarna protitelesa (mišja, anti-his) 
Thermo Fisher 
Scientific 
ZDA 
sekundarna protitelesa (kozja, anti-mouse) 
Thermo Fisher 
Scientific 
ZDA 
sonikator Sonics Vibra-cell VCX 750 Sonics ZDA 
spektrofotometer NanoDrop 1000 
Thermo Fisher 
Scientific 
ZDA 
spektrofotometer Shimadzu UV-1800 Shimadzu Japonska 
spektrofotometer Shimadzu UV-2101 PC Shimadzu Japonska 
stresalnik Vibromiks 203EVT Tehtnica Slovenija 
tehtnica  L420 S Sartorius Nemčija 
tehtnica MC210P Sartorius Nemčija 
 
3.1.6 Gojišča 
Preglednica 7: Seznam uporabljenih gojišč 
Gojišče Sestava gojišča 
Luria Bertanijevo gojišče (LB) 1 % (m/V) tripton 
0.5 % (m/V) kvasni ekstrakt 
1 % (m/V) NaCl 
se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 8: Seznam uporabljenih gojišč 
Gojišče Sestava gojišča 
 15 g/L agar 
Gojišče za rast bakterije Spirosoma linguale 1 % (m/V) glukoza 
1 % (m/V) tripton 
1 % (m/V) kvasni ekstrakt 
15 g/L agar 
Gojišče za ličinke koruznega hrošča 
Diabrotica virgifera virgifera 
13,8 g komercialni prehranski pripravek za 
koruznega hrošča 
1,5 g agar 
0,63 g liofiliziranih korenin koruze 
100 µL metilen modro 
88 mL dH2O 
pH 8,0 
 
V gojišča smo po potrebi dodali antibiotika: 
- ampicilin (100 µL/mL založna koncentracija), končna koncentracija 100 µg/mL (LB 
Amp) 
- kloramfenikol (50 µL/mL založna koncentracija), končna koncentracija 25 µg/mL (LB 
Cm) 
- ampicilin in kloramfenikol (LB Amp Cm) 
3.1.7 Bakterijska seva   
E. coli BL21(DE3)-pLysE (F- ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) λ(DE3)) (Merck, ZDA) 
Spirosoma linguale Migula 1894 (DSMZ, Nemčija) 
3.1.8 Plazmida 
Plazmidna konstrukta z vključenima genoma za proteina SlinAg in SlinB smo pridobili na 
Oddelku za biokemijo na Biotehniški fakulteti. 
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Slika 4: Mapa plazmida pSlinAg (Snoj, 2018). Fragment z genom za SlinAg pod kontrolo promotorja T7 leži 
navzgor od zaporedja za repek iz šestih histidinov (6His), ki je znotraj bralnega okvirja z genom za protein  
SlinAg. Na plazmidni mapi sta označeni še mesti začetka podvojevanja (ORI F1, ORI pBR322) in gen za 
odpornost proti antibiotiku ampicilinu. Velikost plazmidnega konstrukta je 5772 bp. 
 
Slika 5: Mapa plazmida pSlinB (Snoj, 2018) . Fragment z genom za SlinB pod kontrolo promotorja T7 leži 
navzgor od zaporedja za repek iz šestih histidinov (6His), ki je znotraj bralnega okvirja z genom za protein 
SlinB. Na plazmidni mapi sta označeni še mesti začetka podvojevanja (ORI F1, ORI pBR322) in gen za 
odpornost proti antibiotiku ampicilinu. Velikost plazmidnega konstrukta je 7602 bp. 
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3.1.9 Rastlinski škodljivec 
Za preliminarne teste toksičnosti smo uporabili ličinke koruznega hrošča (Diabrotica 
virgifera virgifera), ki smo jih pridobili na Kmetijskem inštitutu Slovenije. 
3.2 METODE 
3.2.1 Transformacija plazmidov pSlinAg in pSlinB v kompetentne celice seva E. 
coli 
Plazmida pSlinAg ali pSlinB smo transformirali v kompetentne celice seva BL21(DE3)-
pLysE. Ta sev vključuje plazmid pLysE, na katerem sta zapisa za odpornost proti 
kloramfenikolu in lizocim faga T7. Lizocim T7, ki se v celicah sintetizira neprekinjeno, 
prepreči delovanje RNA polimeraze T7. Plazmida pSlinAg in pSlinB sta bila konstruirana 
z vstavljanjem gena za rekombinanten protein SlinAg in SlinB v ekspresijski vektor pET-
21b. Ta vektor nosi zapis za odpornost proti ampicilinu in ima pred poliklonskim mestom 
zapis za promotor T7 bakteriofaga lambda. Po vstavitvi plazmida pSlinAg ali pSlinB v 
celice BL21(DE3)-pLysE je zaradi utišanja promotorja T7 zavirano izražanje genov za 
rekombinantni protein SlinAg ali SliB. Prepis genov induciramo z dodatkom IPTG, ki 
onemogoči vezavo represorja LacI na operatorsko mesto na DNA in s tem sproži sintezo 
polimeraze T7, s tem pa tudi prepis genov genov za rekombinantni protein. V kompetentne 
bakterijske celice smo dodali 1 µL plazmidne DNA pSlinAg ali pSlinB. Bakterijske celice 
s plazmidno DNA smo 10 minut inkubirali na ledu in nato izvedli toplotni šok z 90 
sekundno inkubacijo pri 42 °C. Mikrocentrifugirko smo prestavili nazaj na led za 1 minuto 
in vanjo dodali 600 µL sterilnega tekočega gojišča LB. Transformirane celice smo 
inkubirali 60 minut pri 37 °C s stresanjem 180 obr./min. Po inkubaciji smo po 150 µL 
transformiranih celic razmazali na ploščo s selekcijskim gojiščem LB Amp Cm. Plošče 
smo inkubirali preko noči pri 37 °C. 
3.2.2 Sprožitev sinteze rekombinantnega proteina SlinAg in SlinB 
Iz plošče s selekcijskim gojiščem LB Amp Cm smo prenesli po eno bakterijsko kolonijo 
celic BL21(DE3)-pLysE z vstavljenim plazmidom za rekombinantni protein SlinAg ali 
SlinB v 10 mL tekočega gojišča LB Amp Cm. Predkulturo smo inkubirali preko noči pri 
37 °C s stresanjem 180 obr./min. Prekonočno kulturo smo prenesli v 400 mL tekočega 
gojišča LB Amp in jo inkubirali pri 37 °C s stresanjem, dokler optična gostota merjena pri 
600 nm (OD600), ni dosegla vrednosti 0,6. Sintezo rekombinantnega proteina SlinAg ali 
SlinB smo sprožili z dodatkom 1 mM IPTG v gojišče. Sinteza rekombinantnega proteina 
SlinAg je potekala preko noči pri 20 °C s stresanjem. Sinteza rekombinantnega proteina 
SlinB potekala 4 ure pri 37 °C s stresanjem. Da bi potrdili izražanje proteina, smo pred 
indukcijo z IPTG in po končani inkubaciji bakterijskih kultur, odpipetirali po 2 mL celične 
kulture, jo centrifugirali 10 minut pri 13 000 obr./min, odstranili supernatant in sediment za 
kasnejši nanos na NaDS PAGE gel shranili na -20 °C.  
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3.2.3 Izolacija rekombinantnih proteinov 
3.2.3.1 Pobiranje biomase 
Celično kulturo smo po inducirani sintezi rekombinantnega proteina centrifugirali 10 minut 
pri 4 °C in 6000 obr./min. Sediment biomase smo sprali z 20 mL hladnega 0.9 % NaCl s 
pomočjo steklenih kroglic. Raztopino smo centrifugirali 10 minut pri 4 °C in 6000 
obr./min, odlili tekočino in stehtali biomaso. 
3.2.3.2 Homogenizacija celic 
Usedlino biomase smo resuspendirali v pufru za homogenizacijo (3 mL/1g biomase) in jo 
sonicirali 10 minut pri amplitudi 40 %, 2 sekundi vklopljeno, 2 sekundi izklopljeno. 
Soniciran vzorec smo centrifugirali 30 minut pri 4 °C in 15 500 obr./min. Po 
centrifugiranju smo odpipetirali supernatant ločeno od usedline z inkluzijskimi telesci in 
del vsakega vzorca shranili na -20 °C za kasnejši nanos na NaDS PAGE gel. 
Rekombinantni protein SlinAg smo izolirali iz supernatanta homogeniziranih bakterijskih 
celic (topna frakcija) pri nativnih pogojih z nikelj afinitetno kromatografijo in iz 
inkluzijskih telesc (netopna frakcija). 
Rekombinantni protein SlinB smo izolirali iz inkluzijskih telesc, z raztapljanjem 
inkluzijskih telesc in renaturacijo proteina v različnih pufrih. 
3.2.3.3 Izolacija topnega rekombinantnega proteina SlinAg z nikelj afinitetno 
kromatografijo 
Za izolacijo rekombinantega proteina SlinAg smo uporabili NiNTA agarozne kroglice, ki 
imajo na površini kelirane katione niklja, kamor se protein SlinAg lahko veže preko His 
repka na njegovem karboksi-terminalnem (C-terminalnem) koncu. Supernatant 
homogeniziranih celic (Točka 3.2.3.2) smo skupaj z NiNTA kroglicami (1,5 mL/ 5-10 g 
začetne biomase iz točke 3.2.3.1) 45 minut rahlo stresali pri 4 °C. Po končani inkubaciji 
smo na stojalo namestili gravitacijsko kolono in pod njo namestili čašo, v katero smo lovili 
sprane frakcije. Na kolono smo prenesli supernatant z NiNTA kroglicami in uravnali 
pretok z stiščkom nameščenim na dnu kolone. Supernatant, ki je odtekel iz kolone je 
predstavljal nevezano frakcijo, agarozne kroglice z vezanim proteinom pa so se posedle na 
dno kolone. Nato smo kolono sprali s 15 mL pufra za lizo, nadaljevali s 10 mL pufra za 
spiranje in zaključili s 3 mL pufra za elucijo, v katerem smo shranili protein pri 4 °C do 
nadaljne uporabe. Izolacija je potekala pri 4 °C. Pred vsakim spiranjem smo zamenjali čašo 
pod kolono in iz vsake frakcije vzeli 10 µL vzorca za NaDS PAGE elektroforezo.  
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3.2.3.4 Izolacija rekombinantnih proteinov SlinAg in SlinB iz inkluzijskih telesc 
3.2.3.4.1 Spiranje inkluzijskih telesc 
Sediment homogeniziranih celic iz točke 3.2.3.2, v katerem so bila inkluzijska telesca, smo 
s pomočjo vibracijskega mešalnika resuspedirali v pufru za spiranje inkluzijskih telesc 1 (3 
mL/1 g sedimenta). Vzorec smo homogenizirali s sonikacijo 3 minute pri amplitudi 40 %, 
20 sekund vklopljeno, 40 sekund izklopljeno in ga nato centrifugirali 20 minut pri 4 °C in 
17 000 g. Supernatant smo zavrgli in usedlino resuspendirali v pufru za spiranje 
inkluzijskih telesc 2 (5 mL/1 g sedimenta). Vzorec smo ponovno sonicirali pri enakih 
pogojih kot na začetku spiranja in ga centrifugirali 30 minut pri 4 °C in 17 000 g. 
Supernatant smo zavrgli in sediment resuspendirali v pufru za spiranje inkluzijskih telesc 3 
(5 mL/1 g sedimenta). Raztopino smo centrifugirali 30 minut pri 4 °C  in 17 000 g, zavrgli 
supernatant in usedlino, ki je predstavljala sprana inkluzijska telesca, shranili na -20 °C. 
3.2.3.4.2 Raztapljanje inkluzijskih telesc 
Sprana inkluzijska telesca smo resuspendirali v pufru za raztapljanje inkluzijskih telesc (3 
mL /1 g mokre teže sedimenta). Inkluzijska telesca smo raztapljali v čaši z mešanjem na 
magnetnem mešalu 60 minut pri 4 °C. Vzorec smo centrifugirali 30 minut pri 4 °C in 17 
000 g ter supernatant prenesli v novo centrifugirko. 
3.2.3.4.3 Zvijanje proteina 
Supernatant z raztopljenimi proteini inkluzijskih telesc smo po kapljicah počasi dodajali v 
50-krat večji volumen pufra za renaturacijo proteina na magnetnem mešalu pri 4 °C. 
Uporabili smo več pufrov za renaturacijo proteina z različno sestavo (Preglednica 3). S 
centrifugiranjem 30 minut pri 4 °C in 24 600 g smo iz raztopine odstranili morebitne 
netopne delce. Supernatant s topnim proteinom smo prenesli v novo čašo. 
3.2.3.4.4 Izolacija rekombinantnega proteina SlinAg in SlinB z nikelj afinitetno 
kromatografijo 
Izolacijo proteinov SlinAg in SlinB iz inkluzijskih telesc smo nadaljevali z nikelj afinitetno 
kromatografijo, po postopku opisanem v točki 3.2.3.3 z razliko, da smo namesto 
supernatanta homogeniziranih celic uporabili supernatant s topnim proteinom iz točke 
3.2.3.2. Rekombinanten protein SlinB ima tako kot SlinAg na svojem C-terminalnem 
koncu His repek, s katerim se je vezal na NiNTA agarozne kroglice. 
3.2.3.5 Dializa 
Elucijski pufer z izoliranim proteinom je zaradi visoke vsebnosti imidazola neprimeren za 
dolgotrajno shranjevanje, zato smo pufer zamenjali z dializo v enem izmed dializnih 
pufrov (Preglednica 3). Za posamezen dializni pufer smo v ustrezno dolžino dializne 
membrane odpipetirali po 1 mL proteina v pufru za elucijo. Dializno membrano s 
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proteinom smo namestili v čašo z 1 L dializnega pufra in pustili, da dializa teče ob rahlem 
mešanju pri 4 °C. Po eni uri smo membrano prestavili v 1 L svežega dializnega pufra, ki 
smo ga po eni uri spet zamenjali z enako količino svežega pufra in pustili, da dializa teče 
preko noči. 
3.2.4 Analiza proteinov SlinAg in SlinB 
3.2.4.1 Merjenje koncentracije proteinov 
Koncentracijo rekombinantnih proteinov SlinAg in SlinB smo po dializi 
spektrofotometrično izmerili na napravi NanoDrop, ki meri absorbanco UV-svetlobe pri 
280 nm (A280). S pomočjo spletnega orodja ProtParam smo na strežniku ExPASy pridobili 
ekstincijska koeficienta (ε) in molekulsko maso (Mw) obeh proteinov (Preglednica 7). 
Molarno koncentracijo proteina (c) v vzorcu smo izračunali po enačbi (1). 
Preglednica 9: Ekstincijska koeficienta (ε) in molekulski masi (Mw) rekombinantnih proteinov 
 ε [M-1 cm-1] Mw [kDa] 
SlinAg 41940 15,8 
SlinB 100730 81,7 
 
c=Mw*A280/ ε … (1) 
3.2.4.2 Merjenje triptofanskega spektra 
Triptofan je aromatska aminokislina, ki poleg tirozina in fenilalanina v največji meri 
prispeva k lastni fluorescenci proteinov. Fluorescenca triptofana je odvisna od raztopine, v 
kateri se nahaja protein. V nepolarnem okolju kakšno je hidrofobno jedro nativnega 
proteina, je intenziteta fluorescence triptofana višja kot pri triptofanu v hidrofilnem okolju. 
Spremembe v emisijskem spektru triptofana nakazujejo spremembe v konformaciji 
proteinov v interakciji z molekulami v okolici. Za preverjanje stabilnosti konformacije 
rekombinantnega proteina SlinAg, smo triptofansko fluorescenco izmerili na 
spektrofotometru Shimadzu UV-2101 PC pri 25 °C. V kvarčno kiveto z magnetnim 
mešalom, širine 10 mM, smo odpipetirali 1 mL vzorca proteina in triptofanski spekter 
merili z vzbujanjem pri 295 nm ter emisijo med 300 in 600 nm. Širini rež za vzbujanje in 
emisijo sta bili 5 nm, hitrost meritve pa 250 nm/min. Od izmerjenega spektra smo odšteli 
slepi poskus, ki je predstavljal pufer, v katerem je bil raztopljen protein. Izmerili smo 
triptofanski spekter za protein SlinAg v dializnem pufru 1 in dializnem pufru 2. 
3.2.4.3 NaDS PAGE elektroforeza 
Sintezo rekombinantnih proteinov in čistost izoliranih proteinskih vzorcev smo preverili s 
poliakrilamidno gelsko elektroforezo (PAGE) v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata 
(NaDS). NaDS je anionski detergent, ki negativno nabije proteine v vzorcu in tako 
omogoči njihovo enosmerno potovanje v električnem polju. S to metodo ločujemo proteine 
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glede na njihovo velikost oz. maso. Hitrost potovanja proteinov proti anodi je obratno 
sorazmerna z njihovo molekulsko maso. 
Pred izvedbo elektroforeze smo pripravili poliakrilamidni gel debeline 0,75 mm z 12 % 
zamreženostjo. Najprej smo sestavili stojalo za vlivanje gelov in vstavili stekelca. 
Pripravili smo ločevalni gel in ga vlili med stekelca do 2 cm pod vrhom stekelc. Nato smo 
dolili izopropanol, da bi preprečili izsušitev gela in počakali 30 minut, da je gel 
polimeriziral. Izopropanol smo odlili in do roba stekelc dolili nanašalni gel. Vanj smo 
potisnili glavniček, ki je poskrbel za tvorbo jamic na vrhu gela. Po 30 minutah smo strjen 
gel vstavili v aparaturo za elektroforezo (Bio-Rad, ZDA), odstranili glavniček in dolili 1x 
NaDS pufer do označbe.  
Proteinskim vzorcem smo dodali ustrezno količino nanašalnega pufra in DTT, vzorce z 
lizatom pa smo še redčili v ddH2O. Proteine v vseh vzorcih smo pred nanosom na gel 
denaturirali s 5 minutno (celične lizate s 15 minutno) inkubacijo pri 100 °C. E lektroforeza 
je potekala 45 minut pri napetosti 180 V in začetnim tokom 125 mA. Po končani 
elektroforezi smo gele 15 minut spirali v dH2O in jih nato 1 uro inkubirali v barvilu 
SimplyBlueTMSafeStain ali Coomassie. Gele smo razbarvali v dH2O in jih analizirali z 
napravo G: BOX (Syngene, Velika Britanija) v programu GeneSnap.  
3.2.4.4 Prenos western 
Prenos western uporabljamo za prenos proteinov iz poliakrilamidnega gela na polivinil 
difluoridno (PVDF) ali nitrocelulozno (NC) membrano. Po končani ločbi vzorca z NaDS 
PAGE elektroforezo, smo izvedli prenos proteinov na membrano PVDF, po navodilih 
proizvajalca (Bio-Rad, ZDA) v pufru za prenos western, 90 minut pri stalnem toku 150 
mA. Po prenosu smo membrano čez noč stresali v 4 % (m/V) BSA v TBS-T pufru pri 4 
°C. Membrano smo sprali trikrat po 10 minut s TBS-T pufrom in jo 2 uri inkubirali s 
primarnimi mišjimi protitelesi Anti-penta-his. Nevezana primarna protitelesa smo 
odstranili s spiranjem s TBS-T pufrom trikrat po 10 minut. Membrano smo 2 uri inkubirali 
s sekundarnimi kozjimi protitelesi Anti-mouse in jo nato ponovno sprali s TBS-T pufrom. 
Po spiranju smo rekombinantne proteine na membrani obarvali s peroksidaznim 
substratom in reakcijo prekinili z dH2O.  
3.2.5 Priprava lipidnih veziklov 
Multilamelarne lipidne vezikle (MLV) smo pripravljali na dva načina: s sušenjem lipidov 
na rotacijskem evaporatorju ali s prepihavanjem z dušikom. Pripravili smo naslednje 
lipidne mešanice: SM:Hol, POPC:Hol, CPE:Hol, CPE:POPC (vsi v molarnem razmerju 
1:1) in CPE:POPC:Hol (v molarnem razmerju 1:1:1 ali 5:47,5:47,5).  
Lipide, ki so bili shranjeni pri -80 °C, smo zatehtali v steklene vijale in jih raztopili v 
kloroformu do končne koncentracije 5 mg/mL. V steklene bučke smo odpipetirali ustrezne 
količine posameznih lipidov in pripravili lipidne mešanice, ki smo jih dali sušiti na 
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rotacijski evaporator za 90 minut. Z znižanjem pritiska na rotacijskem evaporatorju se je iz 
raztopine izločilo organsko topilo (kloroform). Po končanem sušenju smo v bučke dodali 
ustrezno količino pufra za vezikle in s pomočjo steklenih kroglic in stresalnika odstranili 
lipidni film s sten. Tako pripravljene MLV-je smo prepihali z dušikom in jih do uporabe 
shranili pri 4 °C. 
Za drugo metodo priprave MLV smo v stekleno vijalo odpipetirali ustrezne količine 
posameznih lipidov raztopljenih v kloroformu skupaj s pufrom za vezikle in jo stehtali. 
Vijalo smo namestili v vodno kopel, segreto na 60 °C na magnetnem mešalu. Vijalo smo z 
dušikom prepihovali 60 minut in izhlapelo tekočino ves čas nadomeščali z ddH2O. Po 
končanem prepihovanju smo vijalo ponovno stehtali in primanjkljaj začetne mase izničili z 
dodatkom ddH2O. Tako pripravljene MLV-je smo prepihali z dušikom in jih do uporabe 
shranili pri 4 °C. 
3.2.6 Test sedimentacije multilamelarnih veziklov 
S testom sedimentacije smo preverili morebitno specifično vezavo proteina SlinAg in 
proteinov iz lizata bakterije Spirosoma linguale na lipidne vezikle različne sestave. 
Za pripravo lizata Spirosoma linguale smo najprej precepili kulturo iz trajnega preparata na 
ploščo z gojiščem za Spirosoma linguale in jo inkubirali pri 26 °C. Vse zrasle kolonije smo 
s cepilno zanko postrgali s plošče in jih dobro resuspendirali v 500 µL ddH2O. Celice smo 
razbili s sonikacijo 10 minut pri amplitudi 40 %, 2 sekundi vklopljeno, 2 sekundi 
izklopljeno in vzorec nato centrifugirali 5 minut pri 16 000 g. Supernatant, ki je 
predstavljal lizat Spirosoma linguale, smo prenesli v novo mikrocentrifugirko.  
V mikrocentrifugirke smo odpipetirali 100 µL proteina SlinAg ali lizata Spirosoma 
linguale in 40 µL multilamelarnih veziklov različne lipidne sestave. Za negativno kontrolo 
smo namesto veziklov uporabili 40 µL pufra za vezikle. Mikrocentrifugirke smo inkubirali 
30 minut pri sobni temperaturi s stresanjem 400 obr./min. Po inkubaciji smo vzorce 
centrifugirali 1 uro pri 4 °C in 60 000 g. Sediment smo shranili za nanos na NaDS PAGE 
gel, supernatant pa prenesli v novo mikrocentrifugirko. Glede na količino supernatanta 
smo v mikrocentrifugirko dodali toliko 100 % TCA, da je bila končna koncentracija v 
raztopini 20 % (V/V). Mikrocentrifugirke smo 10 minut inkubirali na ledu in jih nato 
centrifugirali 12 minut pri 4 °C in 16 100 g. Supernatant smo odstranili in zavrgli, 
sedimentu pa smo dodali 300 µL ledeno hladnega acetona. Vzorec smo centrifugirali 5 
minut pri 4 °C in 16 100 g in ponovno odstranili supernatant. Sedimentu smo dodali 200 
µL ledeno hladnega acetona in vzorec zopet centrifugirali 5 minut pri 4 °C in 16 100 g. 
Supernatant smo previdno odstranili in odprte mikrocentrifugirke postavili v digestorij za 
30 minut, da je iz njih izhlapel ves aceton. Posušen vzorec in začetni shranjen sediment 
smo nanesli na NaDS PAGE gel in preverili, v katerem vzorcu se nahaja protein SlinAg in 
proteini iz lizata Spirosoma linguale. 
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3.2.7 Preliminarni test toksičnosti na tarčnem rastlinskem škodljivcu 
Preliminarni test toksičnosti bakterijske kulture Spirosoma linguale smo izvedli na ličinkah 
koruznega hrošča (Diabrotica virgifera virgifera) na Oddelku za varstvo rastlin na 
Kmetijskem inštitutu. Po 5 mL predhodno pripravljenega gojišča za ličinke koruznega 
hrošča smo odpipetirali v posamezne jamice na sterilni mikrotitrni plošči s šestimi 
jamicami, ga enakomerno razporedili in pustili v laminariju, da se strdi. Nato smo v tri 
jamice nanesli po 100 µL bakterijske kulture Spirosoma linguale, ki smo jo predhodno 
pripravili z resuspendiranjem celotne kulture s plošče v 500 µL ddH2O. Za negativno 
kontrolo smo v tri jamice namesto suspenzije bakterijskih celic odpipetirali 100 µL 
ddH2O. Ploščo smo pustili v laminariju še nadaljnjih 30 minut, da se je posušila. V vsako 
jamico smo prenesli po 5 ličink koruznega hrošča in ploščo prekrili s prozorno folijo. 
Folijo smo nad vsako jamico petkrat preluknjali, da bi omogočili prost pretok plinov. Za 
posamezen tretma smo uporabili 15 ličink koruznega hrošča. Mikrotitrno ploščo z 
ličinkami smo 8 dni hranili v rastni komori pri 20 °C, s 70 % zračno vlago in 50 % 
osvetlitvijo. 1., 2., 3., 5., 7. in 8. dan poskusa smo plošče pregledali, zabeležili število 
mobilnih (živih) ter število negibnih (mrtvih) živali in tako ocenili smrtnost ličink.  
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4 REZULTATI 
4.1 IZOLACIJA REKOMBINANTNEGA PROTEINA SlinAg 
Izražanje gena za rekombinantni protein SlinAg v celicah seva E. coli BL21(DE3)-pLysE  
Sintezo rekombinantnega proteina SlinAg smo sprožili v celicah seva E. coli BL21(DE3)-
pLysE in sintezo proteina potrdili z NaDS PAGE elektroforezo. S soniciranjem kulture 
smo lizirali bakterije in s centrifugiranjem ločili citoplazmo s topnimi proteini od 
inkluzijskih telesc, netopnih frakcij citoplazme. Po centrifugiranju smo preverili, v kateri 
izmed dveh frakcij se nahaja rekombinantni protein. Na sliki 6 sta tako pri nanešeni topni 
frakciji (supernatantu), kakor tudi pri netopni frakciji (sedimentu) soniciranih celic opazni 
močnejši lisi v velikosti proteina SlinAg, pri višini okoli 15 kDa, zato smo se odločili za 
nadaljevanje izolacije rekombinantnega proteina iz obeh frakcij.  
 
Slika 6: Sinteza rekombinantnega proteina SlinAg v celicah seva BL21(DE3)-pLysE z vključenim 
plazmidom pSlinAg. Proteini so bili ločeni na 12 % NaDS PAGE gelu in nanešeni po vrstnem redu: MW – 
proteinski standard, 1 – lizat celic BL21(DE3) pred sprožitvijo prepisa gena za sintezo proteina SlinAg z 0,1 
mM IPTG, 2 – lizat celic BL21(DE3) po sprožitvi sinteze proteina SlinAg z 0,1 mM IPTG in prekonočno 
inkubacijo pri 20 °C, 3 – topna frakcija in 4 – sediment soniciranih celic BL21(DE3), pri katerih smo sprožili 
sintezo rekombinantnega proteina SlinAg.  Puščica na sliki označuje pričakovano velikost rekombinantnega 
proteina SlinAg. 
4.1.1 Izolacija topnega rekombinantnega proteina SlinAg z nikelj afinitetno 
kromatografijo 
Sintetizirani rekombinantni protein SlinAg je na C-terminalnem koncu vključeval tudi šest 
aminokislinskih ostankov histidin, ki jih izkoriščamo pri afinitetni izolaciji proteina. 
Uspešnost afinitetne izolacije rekombinantnega proteina SlinAg iz supernatanta soniciranih 
celic BL21(DE3) smo preverili z NaDS PAGE elektroforezo (Slika 7). Protein smo 
dializirali v pufrih z različno koncentracijo NaCl. Na sliki 8 vidimo, da se po ločbi vzorcev 
dializiranega proteina SlinAg na poliakrilamidnem gelu pojavi več lis, kar kaže na tvorbo 
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večjih oligomerov proteina SlinAg ali na prisotnost nečistoč v vzorcu. Najbolj izrazite lise 
ustrezajo velikosti proteinov ~15 kDa, ~30 kDa in ~70 kDa. 
 
Slika 7: NaDS PAGE analiza vzorcev pridobljenih tekom afinitetne izolacije rekombinantnega proteina 
SlinAg iz topne frakcije ekspresijskega seva. MW – proteinski standard, 1 – vzorec po spiranju NiNTA 
kolone s pufrom za lizo, 2 – vzorec po spiranju NiNTA kolone s pufrom za spiranje, 3 – vzorec po spiranju 
NiNTA kolone s pufrom za elucijo. Puščica na sliki označuje pričakovano velikost rekombinantnega proteina 
SlinAg. 
 
Slika 8: NaDS PAGE analiza izoliranega rekombinantnega proteina SlinAg po dializi. MW – proteinski 
standard, 1- izolat proteina SlinAg  dializiran proti pufru 20 mM TrisHCl (pH 8,0), 140 mM NaCl, 1 mM 
DTT, 10 % glicerol; 2 – izolat proteina SlinAg dializiran proti pufru 20 mM TrisHCl (pH 8,0), 400 mM 
NaCl, 1 mM DTT, 10 % glicerol. Puščica na sliki označuje pričakovano velikost rekombinantnega proteina 
SlinAg. 
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4.1.2 Izolacija rekombinantnega proteina SlinAg iz inkluzijskih telesc 
Za izolacijo netopnega rekombinantnega proteina SlinAg smo inkluzijska telesca prvo 
sprali, nato raztopili inkluzijska telesca in rekombinantni protein renaturirali v pufru za 
renaturacijo 1. Ponovno zviti protein smo izolirali z nikelj afinitetno kromatografijo in 
protein shranili v dializnem pufru 3 pri 4 °C. Vzorce odvzete tekom iozolacije SlinAg iz 
netopne frakcije smo ločili na poliakrilamidnem gelu. Rezultati prikazani na sliki 9 
prikazujejo močno liso proteina v  višini 15 kDa, ki je prisotna pri vzorcu odvzetem po 
spiranju NiNTA kolone s pufrom za spiranje ter v pufru za elucijo proteinov iz stacionarne 
faze, kar kaže da se veliko proteina SlinAg izgubi že tekom izolacije. 
 
Slika 9: NaDS PAGE analiza frakcij pridobljenih tekom izolacije rekombinantnega proteina SlinAg iz 
netopne frakcije celic. MW – proteinski standard, 1 – frakcija proteinov nevezana na stacionarno fazo, 2 – 
vzorec po spiranju NiNTA kolone s pufrom za lizo, 3 – vzorec po spiranju NiNTA kolone s pufrom za 
spiranje, 4 – vzorec po spiranju NiNTA kolone s pufrom za elucijo. Puščica na sliki označuje pričakovano 
višino rekombinantnega proteina SlinAg. 
4.2 PRENOS WESTERN 
Za potrditev izolacije topnega rekombinantnega proteina SlinAg smo po ločbi vzorca s 
proteini v dializnem pufru 1 na poliakrilamidnem gelu, uporabili prenos western in 
detekcijo s primarnimi mišjimi protitelesi proti afinitetnem repku iz šestih histidinov ter 
sekundarnimi kozjimi protitelesi proti mišjim protitelesom.  Protitelesa so se vezala na 
odtis lis pri ~15 kDa in ~30 kDa, kar potrjuje našo domnevo, da protein v dializnem pufru 
tvori dimer (Slika 10). 
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Slika 10: Western prenos rekombinantnega proteina SlinAg in detekcija s protitelesi proti histidinskem 
repku. MW – proteinski standard, eg – protein SlinAg v dializnem pufru 1. S puščicama sta označeni lisi, ki 
označujeta protein s histidinskim repkom. 
4.3 TRIPTOFANSKI SPEKTER EGEROLIZINA 
Stabilnost topnega izoliranega proteina SlinAg smo preverili z merjenjem triptofanskega 
spektra proteina. S pomočjo orodja ProtParam smo prevedli nukleotidno zaporedje gena, ki 
kodira zapis za protein SlinAg, v aminokislinsko in ugotovili, da protein SlinAg gradi 6 
aminokislinskih ostankov triptofan. Pri vzbujanju triptofanov proteina z valovno dolžino 
295 nm opazimo prvi vrh fluorescence pri valovni dolžini 340 nm, ki jo emisirajo 
triptofanski ostanki. Drugi vrh intenzitete fluorescence pri 560 nm kaže, da protein v obeh 
dializnih pufrih tvori agregate (Slika 11). 
28 
Hostnik M. Interakcija proteina egerolizina bakterije Spirosoma linguale z lipidnimi membranami. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019  
 
 
 
Slika 11: Triptofanski spekter topnega SlinAg v pufrih z različno koncentracijo soli. Koncentracija SlinAg v 
merjenem vzorcu je bila 0,01 mg/mL. 
4.4 IZOLACIJA REKOMBINANTNEGA PROTEINA SlinB 
Izražanje gena za rekombinantni protein SlinB v sevu E. coli BL21(DE3)-pLysE 
Sintezo rekombinantnega proteina SlinB smo sprožili v celicah seva E. coli BL21(DE3)-
pLysE. Po sprožitvi sinteze proteina z različnimi koncentracijami IPTG nismo opazili 
močnejše lise pri 81 kDa (Slika 12), kjer naj bi se nahajal protein, zato smo izvedli prenos 
western. Iz slike 13 je razvidno, da se je protein v najvišji koncentraciji sitetiziral pri 
dodatku 1 mM IPTG, zato smo to koncentracijo uporabili za nadaljne poskuse. 
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Slika 12: Sinteza rekombinantnega proteina SlinB v ekspresijskem sevu BL21(DE3) z vključenim 
plazmidom pSlinB. NaDS PAGE analiza lizatov bakterij pred ali po sproženi sintezi rekombinantnega 
proteina: MW – proteinski standard, 1 – celice BL21(DE3) pred sprožitvijo sinteze proteina SlinB z IPTG, 2 
– celice BL21(DE3) po 3,5-urni inkubaciji pri 37 °C z 0,1 mM IPTG, 3 – celice BL21(DE3) po 3,5-urni 
inkubaciji pri 37 °C z 0,5 mM IPTG, 4 – celice BL21(DE3) po 3,5-urni inkubaciji pri 37 °C z 1 mM IPTG. 
Puščica označuje predvideno višino rekombinantnega proteina SlinB. 
 
Slika 13: Prenos western in detekcija proteina SlinB po sprožitvi sinteze proteina z različnimi 
koncentracijami IPTG. Detekcijo rekombinantnega proteina smo izvedli s  primarnimi mišjimi protitelesi 
proti histidinskemu repku ter sekundarnimi kozjimi protitelesi proti mišjim protitelesom. 
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se nadaljuje 
Nadaljevanje slike 13: Prenos western in detekcija proteina SlinB po sprožitvi sinteze proteina z različnimi 
koncentracijami IPTG. 
MW – proteinski standard, 1 – celice BL21(DE3) pred sprožitvijo sinteze proteina SlinB z IPTG, 2 – celice 
BL21(DE3) po 3,5-urni inkubaciji pri 37 °C z 0,1 mM IPTG, 3 – celice BL21(DE3) po 3,5-urni inkubaciji pri 
37 °C z 0,5 mM IPTG, 4 – celice BL21(DE3) po 3,5-urni inkubaciji pri 37 °C z 1 mM IPTG. Puščica 
označuje liso rekombinantnega proteina SlinB. 
4.4.1 Izolacija rekombinantnega proteina SlinB iz inkluzijskih telesc 
Rekombinantni protein SlinB smo izolirali iz inkluzijskih telesc, vendar lise v višini 81 
kDa, kjer naj bi se nahajal protein, na gelu po elektroforezi nismo zaznali v nobeni izmed 
frakcij odvzetih tekom nikelj afinitetne kromatografije (rezultati niso prikazani). 
Ker je med renaturacijo proteina SlinB v pufru za renaturacijo 1 prihajalo do nastanka 
belih oborin, smo se odločili protein renaturirati pri drugih pogojih (Preglednica 3). Po 
centrifugiranju renaturiranega proteina v pufru smo z NaDS PAGE ločili proteine v 
usedlini (gel ni prikazan). Na gelu smo zaznali lise v višini 81 kDa, kar ustreza velikosti 
proteina SlinB. Pri vzorcih proteina iz usedline renaturacijskih pufrov 3, 7 in 8 je bila lisa v 
tej višini najmanj izrazita, zato smo domnevali, da se protein nahaja v supernatantu. 
Izolacijo z nikelj afinitetno kromatografijo smo tako nadaljevali s supernatantom proteina  
v renaturacijskih pufrih 3, 7 in 8. Sestava pufrov za renaturacijo 3, 7 in 8 je navedena v 
preglednici 8. Protein v pufru za elucijo smo nanesli na poliakrilamidni gel, vendar po 
elektroforezni ločbi nismo zaznali lise v višini 81 kDa pri nobenem izmed proteinov 
renaturiranih v izbranih pufrih.  
Preglednica 10: Seznam pufrov uporabljenih za renaturacijo rekombinantnega proteina SlinB in nadaljnjo 
izolacijo proteina z nikelj afinitetno kromatografijo 
Pufer Sestava 
Pufer za renaturacijo proteina 3 50 mM MES, 9,6 mM NaCl, 0,4 mM KCl, 2 mM 
MgCl2, 2 mM CaCl2, 0.5 M L-arginin, 0,05 % PEG 
20 000, 1 mM DTT; pH 6,0 
Pufer za renaturacijo proteina 7 50 mM MES, 240 mM NaCl, 10 mM KCl, 1 mM 
EDTA, 0.5 M L-arginin, 0,4 M saharoza, 0,5 % 
Triton X-100, 0,05 % PEG 20 000, 1 mM DTT; pH 
6,0 
Pufer za renaturacijo proteina 8 50 mM MES, 240 mM NaCl, 10 mM KCl, 2 mM 
MgCl2, 2 mM CaCl2, 0,75 M Gdn-HCl, 0,05 % 
PEG 20 000, 1 mM DTT; pH 6,0 
 
Za potrditev uspešne izolacije rekombinantnega proteina SlinB smo izvedli prenos western 
proteina v elucijskem pufru in detekcijo s protitelesi proti histidinskemu repku. Na sliki 14 
vidimo, da je bila izolacija uspešna pri proteinu renaturiranemu v renaturacijskem pufru 3, 
7 in 8, s tem da najmočnejši lisi opazimo pri renaturacijskih pufrih 3 in 8. 
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Slika 14: Prenos western rekombinantnega proteina SlinB pridobljenega iz raztopljenih inkluzijskih telesc in  
renaturiranega v različnih pufrih. Detekcija proteina je bila izvedena s protitelesi proti histidinskemu repku. 
MW – proteinski standard, 1 – SlinB ponovno zvit v pufru 50 mM MES (pH 6,0), 9,6 mM NaCl, 0,4 mM 
KCl, 2 mM MgCl2, 2 mM CaCl2, 0.5 M L-arginin, 0,05 % PEG 20 000, 1 mM DTT (pufer za renaturacijo 
proteina 3); 2 – SlinB ponovno zvit v pufru 50 mM MES (pH 6,0), 240 mM NaCl, 10 mM KCl, 1 mM 
EDTA, 0.5 M L-arginin, 0,4 M saharoza, 0,5 % Triton X-100, 0,05 % PEG 20 000, 1 mM DTT (pufer za 
renaturacijo proteina 7); 3 – SlinB ponovno zvit v pufru 50 mM MES (pH 6,0), 240 mM NaCl, 10 mM KCl, 
2 mM MgCl2, 2 mM CaCl2, 0,75 M Gdn-HCl, 0,05 % PEG 20 000, 1 mM DTT (pufer za renaturacijo 
proteina 8). Puščica označuje višino rekombinantnega proteina SlinB. 
4.5 SEDIMENTACIJSKI TEST 
Sedimentacijski test smo uporabili za določanje vezave rekombinantnega proteina SlinAg 
ali proteinov iz lizata bakterije Spirosoma linguale na lipidne vezikle z različno sestavo. Po 
inkubaciji proteinov z multilamelarnimi lipidnimi vezikli določene lipidne sestave smo 
vzorce iz sedimenta in supernatanta nanesli na NaDS PAGE elektroforezo, da bi določili v 
kateri frakciji se nahaja rekombinantni protein. S centrifugiranjem inkubacijske mešanice 
se vezikli in morebitni nanje vezani proteini zaradi mase posedejo tako da jih po 
elektroforezi zaznamo v sedimentu, medtem ko nevezani ostanejo v supernatantu. 
Rekombinantni protein SlinAg se je tekom analize obarjal, zato po ločbi vzorcev na 
poliakrilamidni geski elektroforezi zaznamo liso v višini 15 kDa v sedimentu in 
supernatantu vseh vzorcev, vključno s kontrolo kjer so bili proteini inkubirani s pufrom za 
vezikle namesto z vezikli (Slika 15). Rezultati sicer nakazujejo, da protein SlinAg 
interagira z membrano bogato s ceramid fosfoetanolaminom ter holesterolom. 
Sedimentacijski test smo opravili tudi s proteinom SlinAg, ki smo ga izolirali iz 
inkluzijskih telesc. Na sliki 16 vidimo, da se protein ni vezal na membrane izbranih 
lipidnih sestav, saj ga nismo zaznali v nobenem izmed sedimentov.   
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Slika 15: NaDS PAGE analiza vezane frakcije proteina SlinAg izoliranega iz topne frakcije na 
multilamerlane vezikle ekvimolarne lipidne sestave. SE – sediment, SUP – supernatant, SM – sfingomielin, 
Hol – holesterol, POPC - palmitoiloleoilfosfatidilholin, CPE – ceramid fosfoetanolamin, Kontrola – SlinAg 
inkubiran brez veziklov. 
 
Slika 16: NaDS PAGE analiza vezane frakcije proteina SlinAg izoliranega iz inkluzijskih telesc na 
multilamelarne lipidne vezikle ekvimolarne lipidne sestave. SE – sediment, SUP – supernatant, SM – 
sfingomielin, Hol – holesterol, POPC - palmitoiloleoilfosfatidilholin, CPE – ceramid fosfoetanolamin, 
Kontrola – SlinAg inkubiran brez veziklov. 
 
Za določanje morebitne vezave proteinov bakterije S. linguale na lipidne vezikle  z 
raznoliko molarno koncentracijo CPE smo opravili sedimentacijski test z grobim celičnim 
lizatom bakterije. Po ločbi proteinov glede na njihovo velikost z poliakrilamidno gelsko 
elektroforezo smo v frakciji sedimentirani z lipidnimi vezikli opazili močnejše lise 
proteinov pri ~10 kDa, ~14 kDa in ~100 kDa (Slika 17). Lisa, ki ustreza velikosti 100 kDa, 
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je bila prisotna v sedimentu vseh vzorcev, tudi v kontroli brez dodanih veziklov. V 
primerjavi s kontrolno zmesjo, v katero nismo dodali veziklov, smo pri reakcijskih zmeseh 
z dodanimi lipidnimi vezikli v vzorcu sedimenta opazili intenzivnejšo liso v višini med 10-
15 kDa.  
 
 
Slika 17: NaDS PAGE analiza vzorcev pridobljenih s sedimentacijskim testom z namenom določitve vezave 
proteinov iz lizata bakterije S. linguale na multilamelarne lipidne vezikle različne sestave. MW – proteinski 
standard, SE – sediment, SUP – supernatant, CPE – ceramid fosfoetanolamin, Hol – holesterol, POPC – 
palmitoiloleoilfosfatidilholin. 
4.6 PRELIMINARNI TEST TOKSIČNOSTI NA RASTLINSKEM ŠKODLJIVCU 
Morebiten toksičen učinek bakterije S. linguale na ličinke koruznega hrošča smo testirali s 
preliminarnim testom toksičnosti. Ličinke so bile razdeljene na dve skupini: prva skupina 
je imela v gojišče na začetku poskusa dodano bakterijo S. linguale, druga skupina, ki je 
služila kot kontrola, pa je imela namesto bakterije v gojišče dodano isto količino ddH2O. 
Poskus smo izvajali 8 dni in v tem času opazovali ličinke. Prve tri dni poskusa so bile vse 
ličinke normalno gibljive. Peti dan poskusa smo zabeležili 2 mrtvi ličinki pri kontrolni 
skupini (Slika 18), vidne pa so bile tudi okužbe gojišč z glivami v obeh tretmajih. Prvo 
mrtvo ličinko na gojišču z dodanimi bakterijami smo opazili sedmi dan poskusa. Po osmih 
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dneh je bila smrtnost ličink v obeh tretmajih enaka (n=3) (Slika 19). Rezultati 
preliminarnega testa so prikazani na sliki 19.   
 
 
Slika 18: Mrtvi ličinki koruznega hrošča v okuženem gojišču pri kontrolni skupini brez dodane bakterije S. 
linguale. 
 
 
Slika 19: Vpliv bakterije S. linguale na smrtnost ličink koruznega hrošča. Za posamezen tretma je bilo 
uporabljenih 15 ličink. Poskus smo izvedli v eni ponovitvi. Modri stolpci označujejo odstotek smrtnosti 
žuželk (od 15 žuželk) za kontrolni vzorec brez dodanih bakterij, rdeči stolpci smrtnost žuželk gojenih ob 
prisotnosti bakterije S. linguale.  
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5 RAZPRAVA 
V magistrski nalogi smo se osredotočili na izolacijo rekombinantnega egerolizina SlinAg 
in rekombinantnega proteina SlinB iz bakterije S. linguale. Protein SlinAg uvrščamo med 
proteine iz družine egerolizinov. Zaradi znane vezave nekaterih proteinov iz družine 
egerolizinov na lipide v membranah (Butala in sod., 2017), smo želeli preučiti interakcijo 
egerolizina SlinAg z naravnimi in umetnimi membranami. Glede na nekatere ostale 
egerolizine smo pričakovali, da bo protein SlinAg v kombinaciji s proteinom SlinB 
toksičen za nekatere insekte. 
Zapisa za oba rekombinantna proteina SlinAg in SlinB smo uspešno izrazili v sevu E. coli 
BL21(DE3). Protein SlinAg smo pridobili z afinitetno kromatografijo iz topne frakcije in 
iz inkluzijskih telesc, vendar pa smo imeli težave z njegovo stabilnostjo (Slika 8, 9). Pri 
proteinu SlinAg izoliranemu iz topne frakcije smo s prenosom western in imunodetekcijo s 
protitelesi zaznali dimere, kar je potrdilo našo domnevo, da po dializi prihaja do 
oligomerizacije proteina (Slika 10). Že po 24-urnem hranjenju proteina v pufru z 20 mM 
TrisHCl, 140 mM NaCl, 1 mM DTT in 10 % glicerolom pri 4 °C smo zaznali bele oborine. 
Tudi pri zamrzovanju dializiranega proteina na -20 °C, so bile vidne oborine pri kasnejšem 
odmrzovanju. Obarjanje proteina smo potrdili z merjenjem triptofanskega spektra, kjer vrh 
fluorescence pri valovni dolžini 560 nm kaže na tvorbo proteinskih agregatov (Slika 11). 
Po dializi proteina SlinAg v pufru brez glicerola in centrifugiranju, smo z meritvijo 
koncentracije proteina v supernatantu ugotovili, da se je koncentracija SlinAg (γ=55 
µg/mL) zmanjšala za skoraj polovico v primerjavi s proteinom  v pufru z glicerolom (γ=95 
µg/mL). S tem smo potrdili ugotovitve Ota in sod. (2013), da se z dodatkom glicerola v 
pufer, v katerem hranimo protein, poveča stabilnost izoliranega egerolizina. 
Pri proteinu SlinAg izoliranemu iz inkluzijskih telesc nismo opazili vidnih oborin tudi po 
večdnevnem hranjenju proteina v dializnem pufru sestave 20 mM HEPES in 150 mM 
NaCl pri 4 °C, vendar je bil njegov izplen trikrat nižji od izplena topnega proteina. Iz 1 L 
bakterijske kulture E. coli, v kateri smo z dodanim 0,1 mM IPTG in prekonočno inkubacijo 
bakterij pri 20 °C izrazili gene za sintezo SlinAg, smo pridobili 0,1 mg proteina SlinAg iz 
inkluzijskih telesc in 0,3 mg topnega proteina SlinAg. Večina proteina SlinAg 
pridobljenega iz inkluzijskih telesc se je v času nikelj afinitetne kromatografije iz kolone 
sprala že s pufrom za spiranje (Slika 9), kar se lahko zgodi tudi pri izolaciji določenih 
egerolizinov iz gliv (Panevska, 2019). Vzrok za predčasno spiranje proteina SlinAg bi 
lahko bila njegova slabša vezava na nikljeve ione stacionarne faze ali izvajanje 
kromatografije s predhodno že uporabljenimi NiNTA agaroznimi kroglicami.  Po NaDS 
PAGE proteina v dializnem pufru smo na gelu zaznali več lis, za katere predvidevamo, da 
pripadajo oligomerom SlinAg, saj je profil proteina SlinAg na gelu podoben profilu 
rekombinantnega proteina EryA (Panevska, 2019). Nespecifična vezava proteinov s 
histidinskimi ostanki na nikljeve ione, tvorba disulfidnih vezi med SlinAg in drugimi 
proteini in hidrofobne interakcije med proteini so lahko razlogi za prisotnost ostalih 
36 
Hostnik M. Interakcija proteina egerolizina bakterije Spirosoma linguale z lipidnimi membranami. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019  
 
 
proteinov v vzorcu (Bornhorst in Falke, 2000). Ker so rekombinantni proteini izolirani iz 
inkluzijskih telesc običajno čisti in redko vsebujejo druge proteine, je lahko razlog za pojav 
večih lis na NaDS PAGE gelu razklenitev oligomerov v monomere proteina zaradi 
prisotnosti anionskega detergenta ter spontana degradacija proteina. Za nadaljne raziskave 
bi bilo smiselno protein SlinAg takoj po dializi alikvotirati na manjše enote in jih shraniti 
na -80 °C. Ota in sod. (2013) navajajo, da se z uporabo sveže odtaljenih alikvotiranih 
proteinov zmanjša spontana degradacija proteina. 
Izolacija rekombinantnega proteina SlinB sintetiziranega v sevu E. coli se je izkazala za 
dolgotrajen postopek potreben optimizacije. SlinB je hipotetičen protein velikosti 81 kDa 
brez znanih homologov z določeno tridimenzionalno strukturo. Poravnava aminokislinske 
sekvence proteina SlinB s sekvencami proteinov iz nepresežne podatkovne zbirke NCBI je 
pokazala, da je delež identičnih aminokislin najvišji pri homologih iz bakterij 
Flavobacterium hercynium in Chryseobacterium camelliae ter znaša 42 % (Snoj, 2018). 
Pri čiščenju rekombinantnega proteina SlinB smo si pomagali z metodami izolacije 
homologa, proteina PlyB opisanimi v raziskavi Ota in sod. (2013) (Sliki 12, 13). 
Znano je, da prekomerna sinteza rekombinantnih proteinov v sevih E. coli lahko vodi v 
agregacijo teh proteinov in tvorbo inkluzijskih telesc v bakteriji. Pri višji temperaturi se 
molekule hitreje gibajo in obstaja večja možnost za nepravilno zvitje proteinov po 
translaciji. Temu se lahko v nekaterih primerih izognemo z znižanjem temperature, pri 
kateri poteka sinteza rekombinantnega proteina (Burgess, 2009). Za nadaljnje poskuse bi 
bilo smiselno bakterijsko kulturo seva E. coli z vključenim plazmidom pSlinB po dodatku 
IPTG gojiti dlje časa pri nižji temperaturi.  
Renaturacija denaturiranega proteina je ključen korak izolacije proteina iz inkluzijskih 
telesc, ki določi kakšen bo končni izplen rekombinantnega proteina. Če želimo pridobiti 
funkcionalen protein, je potrebno njegovo pravilno zvitje, da protein pridobi nativno 
tridimenzionalno strukturo (Villaverde in Mar Carrio, 2003). Renaturacija proteina SlinB 
po protokolu Ota in sod. (2013) ni bila uspešna, saj je v renaturacijskem pufru prihajalo do 
agregacije proteina, ki se je po centrifugiranju raztopine posedel in ga na NaDS gelu po 
barvanju z barvilom Coomassie v supernatantu nismo zaznali. Protein SlinB smo zato 
poskusili pravilno zviti v pufrih za renaturacijo različne sestave, ki smo jih pripravili glede 
na podatke iz literature (Villaverde in Mar Carrio, 2003; Burgess, 2009; Singh in sod., 
2015). Uspešno smo optimizirali zvijanje proteina v renaturacijskih pufrih 3 in 8 
(Preglednica 8), kar smo potrdili s prenosom western in detekcijo proteina SlinB s 
protitelesi proti histidinskem repku (Slika 14).  
Za učinkovito renaturacijo proteina je pomembno, da ne pride do ponovne agregacije 
proteina, kar preprečimo z dodatkom nizke koncentracije denaturacijskih agensov, kot sta 
urea in Gdn-HCl, ter detergentov, kot je Triton X-100. K zmanjšanju intermolekulskih 
interakcij pripomore tudi dodatek 0,4–1,0 M arginina v renaturacijski pufer (Villaverde in 
Mar Carrio, 2003). Slabost aminokisline arginina je, da lahko v koncentracijah, pri katerih 
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najbolje zavira interakcije med molekulami, moti kasnejšo izolacijo proteina z afinitetno 
kromatografijo, saj interferira z nikljevimi ioni (Das in sod., 2003). To lahko pojasni nizek 
izplen rekombinantnega proteina SlinB renaturiranega v pufrih z dodanim L-argininom. Pri 
prenosu western za detekcijo proteina SlinB (Slika 14) opazimo šibkejšo liso proteina v 
renaturacijskem pufru 7 (Preglednica 8), kar lahko obrazložimo s prisotnostjo EDTA v 
pufru, saj ta deluje kot kovinski kelator in z odstranitvijo niklja z agaroznih kroglic 
zmanjša količino izoliranega proteina (Bornhorst in Falke, 2000).  
Znano je, da se nekateri egerolizini specifično vežejo na lipide v membrani in v 
kombinaciji s proteinskim partnerjem komponento B delujejo porotvorno (Ota in sod., 
2013; Bhat in sod., 2015; Panevska in sod., 2019). S sedimentacijskim testom smo želeli 
ovrednotiti interakcijo rekombinantnega proteina SlinAg z lipidnimi membranami in 
ugotoviti ali pride do sprememb vezave pri prisotni proteina SlinB (komponenta B). Ker je 
bila koncentracija izoliranega rekombinantnega proteina SlinB nizka (γ=10 µg/mL) smo 
sedimentacijski test izvedli s proteinom SlinAg in proteini iz lizata bakterije S. linguale.  
Iz rezultatov sedimentacijskega testa ne moremo sklepati, da rekombinantni protein SlinAg 
specifično interagira s katerim izmed lipidov v membrani (Sliki 15, 16). Zaradi težav s 
stabilnostjo topnega proteina smo SlinAg po elektroforezi zaznali v vseh vzorcih, zato je 
prisotnost proteina v sedimentu verjetno rezultat obarjanja in ne pomeni vezave na lipidne 
vezikle, saj protein zaznamo tudi v sedimentu kontrole brez prisotnih veziklov. Ravno tako 
ne moremo potegniti zanesljivih zaključkov sedimentacijskega testa proteinov iz lizata, saj 
smo v sedimentu z vezikli zaznali liso v višini ~100 kDa, ki pa se je pojavila tudi v 
kontroli, tako da gre verjetno tudi tu za agregacijo proteina (Slika 17).  
Pokazano je bilo, da se egerolizin Cry34Ab1 iz B. thuringiensis nespecifično veže na 
ekvimolarne lipidne vezikle različne sestave in ga po sedimentacijskem testu zaznamo tako 
v sedimentu, kakor tudi v supernatantu (Panevska in sod., 2019). Vezavna mesta 
Cry34Ab1 še niso bila odkrita, predvidevajo pa da gre za (gliko)proteinske receptorje v 
membrani epitelnih celic črevesja določenih insektov, na katere protein toksično deluje. 
Testi interakcije Cry34Ab1 z »brush border« membranskimi vezikli (ang. brush border 
membrane vesicles; BBMV) pridobljenimi iz epitelnih celic črevesja koruznega hrošča 
kažejo, da se Cry34Ab1 veže na BBMV in jih perforira v kombinaciji s proteinskim 
partnerjem Cry35Ab1 (Kaiser-Alexnat in sod., 2009; Li in sod., 2013; Narva in sod., 2017, 
Yalpani in sod., 2017). 
Laboratorijski poskusi vezave proteinov na BBMV koruznega hrošča so bili narejeni tudi z 
egerolizinom AflP-1A in njegovim proteinskim partnerjem AflP-1B iz bakterije A. 
faecalis. Inkubacija BBMV z AflP-1A in fluorescenčno označenim AflP-1B je pokazala, 
da v prisotnosti višje koncentracije Cry34Ab1/Cry35Ab1 ne pride do specifične vezave 
AflP-1B na BBMV. Rezultati so bili podobni pri inkubaciji BBMV s Cry34Ab1 in 
fluorescenčno označenim Cry35Ab1, kjer v prisotnosti višje koncentracije proteinov AflP-
1A/AflP-1B niso zaznali vezave Cry35Ab1 na BBMV. S tem so dokazali, da se kompleks 
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proteinov AflP-1A/AflP-1B iz A. faecalis veže na ista vezavna mesta v membrani epitelnih 
celic črevesja koruznih hroščev kot kompleks Cry34Ab1/Cry35Ab1 iz B. thuringiensis in 
je za vezavo komponente B na membrano potrebna prisotnost egerolizina iz kompleksa. 
Zaradi podobne tridimenzionalne strukture egerolizinov teh dveh bakterijskih proteinskih 
kompleksov predvidevajo, da imata kompleksa tudi podoben mehanizem delovanja 
(Yalpani in sod., 2017). 
Poravnava aminokislinskega zaporedja egerolizina bakterije S. linguale z aminokislinskimi 
zaporedji v nepresežni podatkovni zbirki NCBI je pokazala, da je z 99  % pokritostjo 
zaporedja identičnost aminokislin največja pri bakterijah Flavobacterium hercynium 
(45,19 %) in Fusarium sporotrichioides (43,38 %). Če primerjamo primarno sekvenco 
SlinAg z že omenjenimi egerolizini bakterij, ki imajo insekticidne lastnosti, je delež 
identičnih aminokislin najvišji pri egerolizinu A. faecalis (40 %), sledi mu egerolizin C. 
bifermentas (32 %) in egerolizin B. thuringiensis (17 %) (Snoj, 2018). 
Yalpani in sod. (2017) so dokazali, da sta tridimenzionalni strukturi egerolizinov AflP-1A 
iz A. faecalis in Cry34Ab1 iz B. thuringiensis skoraj identični, čeprav se njuni 
aminokislinski sekvenci ujemajo le v 20 %. Ne smemo izključiti možnosti, da sta si 
podobni tudi strukturi SlinAg iz S. linguale in AflP-1A iz A. faecalis, navkljub razmeroma 
nizkemu deležu identičnih aminokislin. Podobna struktura je lahko znak opravljanja iste 
funkcije, kar bi v primeru proteina SlinAg v kombinaciji s komponento B (SlinB) 
pomenilo toksično delovanje na ličinke insektov. 
Glede na rezultate sedimentacijskega testa in primerjavo podatkov iz literature 
domnevamo, da se SlinAg ne veže specifično na nobenega izmed preučevanih lipidov, 
temveč interagira s proteinskimi receptorji na membrani.  
Da bi preučili morebitno porotvorno aktivnost proteinov SlinAg, SlinB ali proteinov iz 
lizata S. linguale, smo izdelali kalceinske vezikle sestave CPE:POPC:Hol (v razmerju 
1:1:1) in jih inkubirali skupaj z različnimi kombinacijami proteinov. Glede na nizko 
koncentracijo uporabljenih proteinov in agregacijo egerolizina, iz rezultatov te metode 
nismo mogli sklepati trdnih zaključkov, zato jih nismo vključili v magistrsko nalogo. Za 
nadaljnje poskuse bi bilo potrebno ponoviti kalceinski test z bolj stabilnimi proteini v višji 
koncentraciji.  
Zaradi nizkega izplena proteina SlinB in agregacije proteina SlinAg smo se odločili teste 
toksičnosti na ličinkah koruznega hrošča opraviti s sevom S. linguale Migula 1894. 
Raziskave kažejo, da bakterija B. thuringiensis insekticidno deluje na ličinke, ki se z njo 
prehranjujejo (Sikorowski in Lawrence, 1994; Farrar in sod., 1996; Amalraj in sod., 2000; 
Afriani in sod., 2018). Iz rezultatov preliminarnega testa toksičnosti ne moremo sklepati, 
da bakterija S. linguale deluje toksično na ličinke, saj je bila na zadnji dan poskusa 
smrtnost ličink z dodano bakterijo v gojišče in tistih v kontrolni skupini (brez dodane 
bakterije S. linguale) enaka (Slika 19). Vzrokov za neuspel poskus je lahko več. 
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Prvi vzrok je lahko prenizka koncentracija bakterije S. linguale dodane gojišču za ličinke. 
Na agarjevi plošči, iz katere smo postrgali kulturo in jo resuspendirali v dH2O, je bilo 
prisotno malo kolonij, ki so zavzemale približno tretjino plošče. Kolonije so v premeru 
merile ~1 mm in še niso dosegle končne velikosti, ki je od 2 do 4 mm (Lail in sod., 2010). 
Zato tudi ne moremo zanesljivo trditi v kateri fazi rasti so bile bakterijske celice. Za 
prihodnje poskuse bi bilo potrebno podaljšati čas gojenja bakterije na ploščah in jo nagojiti 
v večjem številu. 
Drugi vzrok neuspelega poskusa bi lahko bil neustrezen pH za delovanje toksičnih 
proteinov bakterije, ki je v srednjem črevesju ličink koruznega hrošča med 5 in 6. V 
črevesju so aktivne kisle peptidaze, med katerimi prevladujejo cisteinske endopeptidaze, ki 
lahko razgradijo proteine, še preden se ti vežejo na membrane epitelnih celic (Kaiser-
Alexnat, 2009). 
Znano je, da bakterijski geni, ki se nahajajo znotraj istega operona, ponavadi opravljajo 
podobno funkcijo in so vključeni v isti proces v celici (Salgado in sod., 2000). Bakterija S. 
linguale sicer vsebuje zapis za egerolizin in hipotetično komponento B znotraj istega 
operona (Lail in sod., 2010), vendar pa ni znano pri kakšnih pogojih se proteina 
sintetizirata v celici, niti v kolikšni količini. Pri bakterijah B. thuringiensis in P. 
bifermentas se geni iz družine egerolizinov, ki nosijo zapis za Cry proteine, izražajo le med 
sporulacijo ali na koncu eksperimentalne faze rasti (Bravo in sod., 2004; Barloy in sod., 
1998). Predvidevamo, da v sevu S. linguale gojenemu na agarjevih ploščah, pri izbranih 
pogojih ne pride do sinteze egerolizina in komponente B, ali pa se proteina sintetizirata v 
nizki koncentraciji. Našo domnevo potrjuje sedimentacijski test s proteini iz lizata S. 
linguale, kjer ne opazimo močnejših lis, ki bi ustrezale velikosti egerolizina (15 kDa) in 
komponente B (81 kDa). 
Smrtnost ličink v kontrolni skupini brez dodane bakterije S. linguale je verjetno posledica 
okužbe gojišča. V kontrolni skupini smo peti dan poskusa našli mrtvo ličinko, ki jo je 
preraščala gliva, sedmi dan poskusa pa sta bili dve mrtvi ličinki prekriti z bakterijsko 
kulturo. Vidne okužbe gojišča z dodanim sevom S. linguale smo opazili peti dan poskusa. 
Gojišče za ličinke koruznega hrošča je bogato gojišče, ki vsebuje izdaten vir ogljika, 
aminokislin in drugih sestavin potrebnih za rast ličink. Ravno zaradi bogate količine hranil 
hitro pride do bakterijske ali glivne okužbe gojišča, kar je vzrok za pogin ličink kontrolne 
skupine pri testih toksičnosti v zadnjih dneh poskusa (Razinger, 2019).   
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6 SKLEPI 
• Rekombinantni protein SlinAg lahko pridobimo v topni obliki iz citoplazme 
bakterij E. coli in iz inkluzijskih telesc. 
• Izoliran topen rekombinantni protein SlinAg pri izbranih pogojih tvori oligomere. 
• Rekombinantni protein SlinB lahko pridobimo iz inkluzijskih telesc bakterije E. 
coli. 
• Optimizirali smo renaturacijo proteina SlinB v izbranih pufrih in s tem tudi prvič 
uspešno izolirali rekombinantni protein SlinB. 
• Rekombinantni protein SlinAg se ne veže specifično na vezikle ekvimolarne 
lipidne sestave CPE:Hol, CPE:POPC, POPC:Hol, SM:Hol in CPE:POPC:Hol. 
• Preliminarni testi toksičnosti kažejo, da bakterija S. linguale ne deluje toksično na 
ličinke koruznega hrošča. 
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7 POVZETEK 
V sklopu magistrskega dela smo se osredotočili na izolacijo rekombinantnega proteina 
SlinAg in njegovega hipotetičnega partnerja SlinB, gena zanju se v bakteriji S. linguale 
nahajata znotraj istega operona. Oba proteina smo uspešno sintetizirali v celicah seva E. 
coli BL21(DE3) in ju pridobili iz inkluzijskih telesc, protein SlinAg pa tudi v topni obliki. 
S pridobitvijo funkcionalnih proteinov smo želeli opredelili njuno medsebojno interakcijo 
in interakcijo z naravnimi in umetnimi lipidnimi membranami. Protein SlinAg v izbranih 
pufrih tvori oligomere.  
Našo prvo hipotezo, da se bo protein SlinAg vezal na lipid CPE v membranah smo ovrgli. 
Pri analizi interakcije SlinAg z membranami izvedene s sedimentacijskim testomsmo 
zaradi obarjanja proteina zaznali sledi proteina tako v sedimentu kot v supernatantu in tudi 
v sedimentu kontrolne skupine brez veziklov. Glede na intezitete lis vseeno lahko 
zaključimo, da protein SlinAg najverjeteneje ne interagira z igranimi lipidi. Predvidevamo, 
da se vezavno mesto SlinAg ne nahaja na lipidu, temveč gre za proteinski receptor, tako 
kot to domnevajo pri egerolizinih bakterij A. faecalis in B. thuringiensis (Yalpani in sod., 
2017).  
Druge hipoteze, da bo egerolizin SlinAg v kompleksu s proteinom SlinB učinkoval 
insekticidno, nismo preverili zaradi nizkega izplena in nestabilnosti izoliranih 
rekombinantnih proteinov. Preliminarni test toksičnosti na ličinke koruznega hrošča smo se 
odločili izvesti s sevom S. linguale. Ugotovili smo, da bakterija gojena pri izbranih pogojih 
nima toksičnega učinka na ličinke koruznega hrošča.  
Za bodoče raziskave medsebojnih interakcij proteinov SlinAg in SlinB ter njunih interakcij 
z lipidnimi membranami, bi bilo potrebno pridobiti večje količine rekombinantnih 
proteinov. Pri delu s predhodno nepreučenimi proteini je potrebna analiza vzorcev in 
preverjanje uspešnosti na vsaki stopnji izolacije. Z učinkovito renaturacijo proteina SlinB v 
izbranih renaturacijskih pufrih in prvo uspešno izolacijo SlinB, smo podali osnovo za 
nadaljno optimizacijo izolacije in zvišanje končnega izplena proteina SlinB pridobljenega 
iz inkluzijskih telesc. Le izolacija čistih in funkcionalnih proteinov pa je lahko osnova 
nadaljnim laboratorijskim poskusom in morebitni poznejši aplikaciji pridobljenega znanja 
v okolje. 
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